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GADS: Grb2-related adaptor downtream of Shc
GAP: GTPase activation protein
GATA-1: GATA Binding Protein 1
GDF: GDI displacement factor
GDI: GDP dissociation inhibitor
GDP: Guanosine diphosphate
GEF: guanine nucléotide exchange factor
GM: ganglions mésentériques
GMP: progéniteurs de granulocyte/monocyte
GP: ganglions périphériques
GRB2: Growth factor receptor-bound protein 2
GSK3: Glycogen synthase kinase 3
GSK3β: Glycogen synthase kinase 3 beta
GTP:  Guanosine triphosphate
HDAC6: Histone deacetylase 6
Hes-1: Hes family BHLH transcription factor
HLH: Lymphohistiocytose hémophagocytaire
HMG2: DNA-binding protein high-mobility group protein 2
HR: Histamine receptor
HS1: Hematopoietic lineage cell-specific protein-1
HSA: human serum albumin
HSC: cellules souches hématopoïétiques 
HtrA: Serine Peptidase 2
ICAM-1: Intercellular adhesion molécule
ICE: Interleukin 1beta-converting enzyme like
IFN-�: Interferon-�
IFT: intraflagellar transport
IFT: Intraflagellar transport
INF2: Inverted formin-2
IP3: Inositol trisphosphate
IQGAP1: Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
ITAMs: immunorecepteur tyrosine-based activation motifs
ITIM: Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
ITK: interleukine-2 inducible T cell kinase
JIP1: c-Jun N-terminal kinase-interacting protein 1
KHC: Kinesin heavy chain
KLC: Kinesin light chain
KLRK1: Killer cell lectin like receptor K1
LAMP: Lysosome-associated membrane glycoprotein
LAT: Linker for activation of T cell
 LBPA: lysobisphosphatidic acid
Lck: Lymphocyte cell-specific protein tyrosine kinase
LCMV: Lymphocytic choriomeningitis
LFA-1: Lymphocyte function-associated antigen 1
LPS: Lipopolysaccharide
LRO: organites apparentés aux lysosome
LTB4:  leukotriene B4
LTc: lymphocytes T cytotoxiques
MACF: Microtubule-actin cross-linking factor
MACPF: membrane attack complex and perforin domain
MAdCAM-1: Mucosal addressin cell adhesion molecule-1
Liste des abréviations et acronymes:
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MAPK: Mitogen-activated protein kinase
MAPs: microtubule-associated protein
MCp: progéniteurs de mastocyte
MCPT-1: Mast cell specific protease-1
Miro: Mitochondrial Rho GTPase
MITF: melanogenesis transcription factor
MMC: mucosal mast cell
mMCP: mouse mast cell protéase 
MPP: progéniteurs hématopoïétiques multipotent
MTOC: centre organisateur des microtubules
Munc: mammalian uncoordinated
MyRIP: Myosin Va-Rab interacting protein
NCK1: NCK adaptor protein 1
Nck2: NCK Adaptor Protein 2
NDUF3: NASH:Ubiquinone oxidoreductase complex 
assembly factor 3
NF-�B: nuclear factor-kappa B
NFAT: Nuclear factor of activated T-cells
NGF: Nerve growth factor
NM23-H1: NME/NM23 nucleoside diphosphate Kinase 1
NSF: N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
PAF: Platelet-activating factor
Pak1: Serine/threonine-protein kinase PAK1
PAR-1: Protease-activated receptor-1
PAR-1B: Ser/Thr protein kinase PAR-1B
PAR2:  Protease-activated receptor 2
PAR3: par-3 family cell polarity regulator
PARP: Poly ADP-Ribose Polymerase
PDK1: 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1
PGE2: prostaglandine E2
PI3K: phosphoinositide 3-kinase
PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
PKCδ: Protein Kinase C δ
PLC�1: Phospholipase C�1
PP2A :Serine/threonine-protein phosphatase 2A
pp32: Acidic nuclear phosphoprotein 32 family member A
PRR: pattern recognition receptors
pSMAC: peripheral supramoléculaire activation complex
Rab: Ras-related protein in brain
RabGEF1: Raf effector protein acting as linker between 
gamma-adaptin
RabGGT: Rab géranylgéranyl transférase
Rac1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RBL-2H3: rodent basophilic leukemia cells
REP: Rab escort protein
RGS123: Regulator of G protein signaling
RILP: Rab-interacting lysosomal protein
RIM: Rab3 interacting molecule
S1P: sphingosine-1 phosphate
SET: nucleosome-assembly protein
SH: syndrome hémophagocytaire
SHC: SH2-domain-containing transforming protein C
SHD: SLP homology domain
SHP-1: Protein tyrosine phosphatase SHP-1
shRNA: Short hairpin RNA 
SIRT2: NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
SKIP: SKI-interacting protein
Slp: Synaptotagmin-like protein
SLP76: SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 kDa
SNAP: Snaptosome-associated protein
SNARE: soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 
SOS: Son of sevenless homologue
SPG10: paraplégie spastique 10
SphK: sphingosines kinases
Stat5: Signal transducters and activators of transcription
STIM1: Stromal interaction molecule 1
STOP: Stable Tubule-Only Peptide
STX: Syntaxine
SYK: Slpeen tyrosine kinase
t-SNARE: target-membrane SNARE
TCR: T cell receptor
TIRF: Total internal reflexion fluorescence
TLR:Toll-like receptor
TNF-β: Tumor necrosis factor β
TPR: tetratricopeptide repeat
Trk: récepteurs à la neurotrophine
TrkA: Tropomyosin receptor kinase A
TSG101: Tumor susceptibility gene 101
Unc119: Uncoordinated 119
v-SNARE: vesicle-associated-SNARE
VAMP: vesicle  associated membrane protéin
VAV1: Vav guanine nucleotide exchange factor 1
VEGF: Vascular endothelial growth factor
VPS4: vacuolar protein sorting 4
Vtib: Vesicle transport through t-SNARE Interaction
WASp: Wiskott-Aldrich syndrome protein
WAVE2: Verprolin-homologoue protein-2
WGA: wheat germ agglutinin
XIAP: X chromosome-linked inhibitor of apoptosis
ZAP70: Zeta-chain associated protein kinase
α-SNAP: Soluble NSF attachment Protein
�-TuRC: �Tubulin ring complex
Résumé 
    La plupart des cellules du système immunitaire sont des cellules sécrétrices capables de libérer 
des molécules immuno-modulatrices en réponse à des stimuli variés. Cette sécrétion régulée qui 
permet l’orchestration de la réponse immunitaire et inflammatoire est assurée grâce aux organites 
apparentés aux lysosomes (LRO) qui vont contenir les molécules nécessaires à la fonctionnalité 
des cellules immunes. On retrouve par exemple les granules lytiques des lymphocytes T 
cytotoxiques qui permettent à ces cellules d’effectuer leurs fonctions lytiques ou encore les 
granules de sécrétion des mastocytes qui contiennent les médiateurs de l’inflammation. Le 
transport et l’exocytose des LRO impliquent une machinerie commune et conservée. C’est 
notamment le cas de la petite GTPase Rab27 qui joue un rôle central dans le transport et la 
sécrétion de ces LRO.
De précédentes études réalisées au sein de notre laboratoire ont pu mettre en évidence 
l’implication du complexe moléculaire Rab27a/Slp3/kinésine-1 dans le transport terminal des 
granules lytiques des lymphocytes T cytotoxiques chez l’homme. De plus, un modèle murin dont la 
chaîne lourde de la kinésine-1 est spécifiquement invalidée dans les cellules immunitaires a pu 
être généré. L’objectif de ma thèse a été dans un premier temps de caractériser le phénotype de 
ce modèle murin déficient pour la kinésine-1 puis d’analyser plus précisément l’impact de 
l’absence de la kinésine-1 sur la fonctionnalité des lymphocytes T cytotoxiques et mastocytes 
murins. 
Dans un premier temps nous avons pu montrer que les souris déficientes pour la 
kinésine-1 ont un phénotype comparable à celui des souris contrôles à l’état basal. Nous avons 
ensuite montré que l’absence de la kinésine-1 au sein des lymphocytes T cytotoxiques murins 
n’induit pas de défauts d’activation et de sécrétion des granules lytiques in vitro. Cependant les 
comportements des granules lytiques à la synapse immunologique semblent anormaux. 
Néanmoins après un test d’infection au LCMV, qui ne révèle aucunes différences entre les souris 
contrôles et déficientes en kinésine-1, nous en venons à la conclusion que des mécanismes 
compensateurs pourraient compenser l’absence de la kinésine-1 dans les lymphocytes T 
cytotoxiques chez la souris. Pour finir des études fonctionnelles réalisées au niveau des 
mastocytes murins nous ont permis de mettre en évidence l’implication de la kinésine-1 dans le 
mécanisme de transport des granules de sécrétion. En effet, l’absence de kinésine-1 conduit à des 
défauts de dégranulation des mastocytes in vitro mais aussi in vivo (souris moins sensibles aux 
chocs anaphylactiques). En revanche l’absence de kinésine-1 n’affecte pas les capacités 
d’activation et de sécrétion des cytokines des mastocytes. Enfin, nous avons pu caractériser le 
complexe moléculaire Rab27b/Slp3/kinésine-1 impliqué dans le transport des granules 
mastocytaires et avons pu constater que la formation de ce complexe était dépendante de la voie 
d’activation liée à la PI3K (Phospatidylinositol 3-kinase). 
Ce travail permet d’apporter de nouveaux éléments quand aux mécanismes gouvernant la 
sécrétion des granules mastocytaires et ouvre ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques pour 
le traitement des hypersensibilités de type 1 (dépendantes des IgE).
Mots clés: Trafic vésiculaire, LRO, Mastocytes, Lymphocytes, Kinésine-1, Rab27, Slp3, PI3K
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Abstract 
  Most of immune cells are secretory cells capable of releasing immunomodulatory molecules in 
response to various stimuli. This regulated secretion, which allows the orchestration of the immune 
and inflammatory responses, is ensured by the lysosome-related organelles (LRO) which will 
contain the molecules necessary for the functionality of the immune cells. For example we found 
the lytic granules of cytotoxic T lymphocytes, which allow their lytic functions or the secretory 
granules of mast cells which contain the inflammatory mediators. The transport and exocytosis of 
LRO involves a common and conserved machinery. This is particularly the case of the small 
GTPase Rab27 which plays a central role in the transport and secretion of these LRO.
Previous studies carried out in our laboratory have highlighted the involvement of the 
molecular complex Rab27a / Slp3 / kinesin-1 in the terminal transport of lytic granules of cytotoxic 
T lymphocytes in humans. In addition, a murine model in which the heavy chain of kinesin-1 is 
specifically invalidated in immune cells has been generated. The objective of my thesis was first to 
characterize the phenotype of this murine model deficient for kinesin-1, then to analyze more 
precisely the impact of kinesin-1 absence on the cytotoxic T lymphocyte and mast cell functionality.
In a first step, we have been able to demonstrate that mice deficient for kinesin-1 have a 
phenotype comparable to the control mice in a basal state. We have then shown that the absence 
of kinesin-1 in murine cytotoxic T lymphocytes does not induce defects in activation and in lytic 
granules’ secretion in vitro. However, the behavior of the lytic granules at the immunological 
synapse seems abnormal. Nevertheless, after an infection essay with LCMV, which revealed no 
differences between control and kinesine-1-deficient mice, we conclude that compensatory 
mechanisms may complement the absence of kinesin-1 in mice. Finally, functional studies carried 
out on murine mast cells have enabled us to demonstrate the involvement of kinesin-1 in the 
mechanism of granules’ transport. Indeed, the absence of kinesin-1 leads to degranulation defects 
in vitro and also in vivo (mice were less sensitive to anaphylactic shocks). On the other hand, the 
absence of kinesin-1 does not affect the activation and cytokines secretion capacities of mast cells. 
Finally, we were able to characterize the molecular complex Rab27b / Slp3 / kinesin-1 involved in 
mastocytic granules’ transport and found that this complex formation was dependent on the PI3K-
related activation pathway (Phospatidylinositol 3-kinase).
This work allows us to introduce new elements for the mechanisms governing the secretion 
of mast cell granules and thus opens new therapeutic perspectives for the treatment of type I 
hypersensitivity (IgE dependent).
Keywords: Vesicular Trafic, LRO, Mast cells, Lymphocytes, Kinesin-1, Rab27, Slp3, PI3K
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Introduction 
L’orchestration des réponses immunitaires est un mécanisme qui nécessite d’une part un 
dialogue entre les cellules immunitaires mais aussi un dialogue entre ces dernières et leur 
environnement. En effet, les cellules immunitaires selon le signal émis par l’environnement (arrivée 
d’un agent pathogène spécifique, déclenchement d’une inflammation, apparition d’une tumeur, 
etc…) doivent s’adapter et moduler leurs réponses afin d’assurer correctement leurs fonctions. 
Pour cela tout un trafic vésiculaire se met en place au sein de la cellule.
On parle d’une voie de sécrétion régulée des cellules immunitaires qui permet alors l’apport 
à la membrane de récepteurs et de molécules effectrices (d’adhésion, d’activation, …) ainsi que le 
contenu de vésicules délivré précisément dans le temps et dans l’espace (cytokines, protéines 
lytiques, …). La plupart des cellules du système immunitaire sont des cellules sécrétrices capables 
de libérer des molécules immuno-modulatrices en réponse à des stimuli variés. Ces sécrétions 
sont notamment assurées par le biais de compartiments vésiculaires que l’on appelle les LRO 
(lysosome-related organelles) et par diverses molécules régulatrices de ce trafic vésiculaire 
comme par exemple les protéines Rab. 
Au cours de cette introduction nous étudierons tout d’abord la machinerie impliquée dans le 
trafic et la sécrétion des LRO. Nous nous attarderons notamment sur les réseaux concernés et 
moteurs moléculaires associés ainsi que sur les différentes familles de molécules qui régulent les 
étapes clés du trafic et de la fusion vésiculaire, comme les SNARE et les protéines Rab, en  nous 
attardant plus particulièrement sur la petite GTPase Rab27 qui a fait l’objet de notre étude. Nous 
aborderons aussi les voies de biogenèse des deux types de LRO que nous avons étudié à savoir 
les granules lytiques des lymphocytes T cytotoxiques et les granules de sécrétion des mastocytes.
Dans une seconde partie, nous nous focaliserons plus précisément sur la sécrétion des 
granules lytiques des lymphocytes T cytotoxiques. Pour cela nous détaillerons les mécanismes 
impliqués dans la lyse des cellules cibles, dans la mise en place de la synapse immunologique et 
dans la sécrétion des granules lytiques. Une partie sera aussi consacrée à la description de la 
kinesine-1 impliquée dans ce processus.
Pour finir après une introduction généraliste sur les mastocytes, nous nous intéresserons 
aux voies d’activation et aux mécanismes qui conduisent à la sécrétion des granules de sécrétion. 
Enfin, nous étudierons également brièvement les mécanismes qui conduisent à la sécrétion des 
cytokines mastocytaires.
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Chapitre I: Trafic vésiculaire et sécrétion régulée 
A- Les organites apparentés aux lysosomes (LRO): Une machinerie de 
transport et de sécrétion apparentée
1- Introduction: les LRO
Il existe une catégorie de vésicules, que l’on appelle les organites apparentés aux 
lysosomes, présente au niveau de nombreux types cellulaires (cellules dendritiques, mastocytes, 
lymphocytes T, neutrophiles, plaquettes, mélanocytes, etc…) et qui permettent aux cellules 
d’assurer différentes fonctions part le biais de leur sécrétion. Ces LRO sont des compartiments 
intracellulaires qui partagent des caractéristiques communes avec les lysosomes et endosomes 
que ce soit en terme de morphologie, composition et structure. Néanmoins malgré leur origine 
commune, selon le type cellulaire étudié, les LRO vont contenir et transporter des molécules 
variées afin d’assurer leurs fonctions.
On retrouve donc différents types de LRO: Les mélanosomes des mélanocytes où se 
trouve les pigments de mélanine. Les granules denses des plaquettes qui assurent, entre autres, 
l’agrégation plaquettaire et la vasoconstriction. Les granules lytiques des lymphocytes T 
cytotoxiques (LTc) et cellules NK (natural killer) qui permettent à ces cellules d’effectuer leurs 
fonctions cytotoxiques. Les granules sécrétoires des mastocytes qui contiennent les médiateurs 
préformés. Les corps de Weibel Palade des cellules endothéliales qui permettent par exemple la 
sécrétion du facteur Von Willebrand important pour l’hémostase primaire. Les granules 
azurophiles des neutrophiles qui contiennent par exemple des substances anti-microbiennes ou 
encore les vésicules synaptiques des neurones.
Suite au signal d’activation de la cellule, les LRO seront transportés en direction de la 
périphérie pour fusionner avec la membrane plasmique afin de relarguer leur contenu dans le 
milieu extracellulaire. Lors de leur trajet, ces LRO vont également subir différentes étapes de 
maturation (évènements de fusion entre divers compartiments) afin d’acquérir tous les éléments 
qui leurs sont spécifiques et qui sont nécessaires à leur transport et à leur sécrétion. Ces 
mécanismes de biogenèse sont essentiels pour que chaque LRO puissent acquérir les éléments 
qui lui sont propre. Néanmoins, les mécanismes de transport et de fusion des LRO sont des 
processus qui semblent faire intervenir des acteurs moléculaires communs. Ainsi dans cette partie 
nous étudierons d’abord la machinerie de transport et de fusion commune à ces LRO. Puis nous 
étudierons les mécanismes de biogenèse propres à deux types de LRO: les granules lytiques des 
LTc et les granules de sécrétion des mastocytes. 
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2- Le transport des LRO en direction de la membrane plasmique: 
Suite à l’activation de la cellule immunitaire, les LRO vont être transportés en direction de 
la membrane plasmique et ce transport sera assuré par différents moteurs moléculaires (dynéines, 
kinésines, myosines) qui se déplacent sur le cytosquelette de la cellule et notamment sur le réseau 
de microtubules et d’actine.
a) Le réseau de microtubules et d’actine:
Le réseau de microtubules: 
Fonction du réseau: Le réseau de microtubules est impliqué dans le trafic intracellulaire des 
organites et vésicules qui lui sont associés. Ce réseau est aussi impliqué dans les processus de 
division cellulaire, en formant le fuseau mitotique indispensable à la ségrégation des chromosomes 
(Maiato 2004). Pour finir, il permet aux cellules de changer de morphologie afin qu’elles puissent 
par exemple phagocyter des pathogènes ou encore accomplir une migration.
Composition du réseau: Les filaments de microtubules sont des polymères cylindriques 
composés de tubuline α et β. Les dimères de tubuline α et β forment des protofilaments et 
l’association de 13 protofilaments conduit à la formation d’un microtubule d’un diamètre de 25 nm 
(Nogales 2006). Les microtubules sont polarisés avec une extrémité positive et une extrémité 
négative. L’extrémité négative, peu dynamique, expose des sous-unités de tubuline-α alors que 
l’extrémité positive, très dynamique, expose des sous-unités de tubuline-β. L’extrémité négative 
est le lieu où se déroule préférentiellement la dépolymérisation du microtubule alors que l’extrémité 
positive est l’endroit où l’on observe la polymérisation du microtubule. Typiquement les extrémités 
négatives des microtubules sont ancrées de manière stable au niveau du centre organisateur des 
microtubules (MTOC) alors que les extrémités positives, très dynamiques, se retrouvent vers la 
périphérie et « switch » entre des phases de croissance et de rétrécissement (Valiron 2007).
Formation du réseau: A proximité du MTOC on retrouve la tubuline-� qui est associée au 
complexe protéique �-TuRC (�Tubulin ring complex). La tubuline-� et le complexe �-TuRC 
organisés en anneau, vont servir de matrice pour la nucléation des microtubules. La nucléation est 
l’étape où de courts protofilaments ou oligomères sont formés par l’assemblage des sous-unités 
de tubuline α et β afin de former un site d’initiation pour l’élongation (Oakely 1992)(Job 2003). 
Durant l’assemblage des sous-unités de tubuline, le GTP (Guanosine triphosphate) se lie aux deux 
sous-unités de tubuline α et β mais seule la tubuline β est capable d’hydrolyser le GTP en GDP 
(Guanosine diphosphate). En effet, le GTP de la tubuline α est non échangeable. Les dimères de 
tubulines libres, portant la molécule GTP, vont alors se rajouter aux extrémités des microtubules 
pour permettre leur élongation. Ainsi, un microtubule en phase de croissance porte « une coiffe » 
de tubulines chargées en GTP qui se révèle primordiale pour maintenir la stabilité du microtubule 
(Carlier 1991). 
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En effet, le GTP associé aux dimères de tubulines sera au fur et à mesure hydrolysé en 
GDP. Et si la vitesse de polymérisation est moins rapide que celle de l’hydrolyse, alors on perd 
cette coiffe car les dimères seront tous chargés en GDP. La perte de la coiffe conduit ensuite à la 
dépolymérisation du microtubule car les dimères de tubuline chargés en GDP induisent des 
liaisons plus faibles entre les dimères et des courbures qui déstabilisent les protofilaments. On 
parle alors d’évènement de catastrophe. Au contraire, une hydrolyse ralentie va favoriser la 
polymérisation du microtubule en permettant le maintient de cette coiffe par l’ajout des dimères de 
tubuline liés au GTP (Mitchison 1984; Nogales 2006)(Figure 1). 
La régulation du réseau de microtubules: Les propriétés des microtubules vont être 
régulées par des modifications post-traductionnelles des sous-unités de tubuline (Verhey 2007) 
ou par des protéines associées au réseau comme les protéines +TIPs (plus-end tracking proteins) 
(Akhmanova 2008) ou MAPs (microtubule-associated protein) (Amos 2005). 
On retrouve plusieurs modifications post-traductionnelles des microtubules comme les 
acétylations, détyrosinations, polyglutamylations, etc… La tubuline-α est acétylée par une 
tubuline acétylase et désacétylée par deux histones désacétylases HDAC6 (Histone déacetylase 
6) et SIRT2 (NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2). La tubuline détyrosinase s’occupe de 
détyrosiner les microtubules et la tubuline glutamylase se charge de rajouter les glutamates. Ces 
modifications agissent comme un « code » qui sera reconnu et lu par les molécules associées aux 
microtubules ce qui modulera leur recrutement et ainsi contribuera à la régulation de la dynamique 
des microtubules (Verhey 2007). Par exemple, la détyrosination est connue pour stabiliser les 
microtubules. En régulant le recrutement des moteurs moléculaires, ces modifications pourront 
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Figure 1: Structure et dynamique des microtubules (Akhmanova 2008)
également directement réguler les trafics vésiculaires. Par exemple, la kinesine-1 s’associe 
préférentiellement aux sous-unités de tubuline détyrosinées et acétylées (Reed 2006). 
Concernant les +TIPs, elles s’accumulent préférentiellement au niveau de l’extrémité 
positive des microtubules pour réguler leur dynamique (Akhmanova 2005; Akhmanova 2008). Par 
exemple, la +TIPs EB1 (End binding 1) stabilise les microtubules, stimule leur nucléation et 
empêche les évènements de catastrophe (Bu 2001). Concernant les +TIPs CLIP (Cytoplasmic 
linker protein), en plus de favoriser la nucléation et la stabilisation des microtubules, elles peuvent 
se lier aux vésicules endosomales pour faciliter leur trafic. De plus, elles permettent de lier le 
réseau de microtubules à celui de l’actine (Rickard 1996).
Parmi les MAPs, on retrouve des MAPs structurales et des MAPs motrices (Amos 2005). 
Les MAPs structurales vont permettre de réguler la formation et la dynamique des microtubules 
(Maiato 2004). On retrouve par exemple la protéine STOP (Stable Tubule-Only Peptide) qui inhibe 
leur dynamique en favorisant la détyrosination de la tubuline ce qui les stabilise (Bosc 2003). La 
protéine MACF (Microtubule-actin cross-linking factor) stabilise le réseau de microtubules mais 
permet aussi son interaction avec le réseau d’actine (Leung 1999). Concernant les MAPs motrices, 
ou retrouve deux types de moteurs moléculaires: Les dynéines qui assurent un mouvement 
rétrograde vers le MTOC (extrémités négatives) et les kinésines qui assurent un mouvement 
antérograde vers la périphérie (extrémités positives). Ces deux moteurs vont ainsi permettre le 
trafic d’un grand nombre d’organites et de vésicules au sein de la cellule grâce au réseau de 
microtubules.
Le réseau d’actine: 
Fonction: Le réseau d’actine permet de moduler la morphologie et la plasticité des cellules 
ce qui leur permet de pouvoir se mouvoir au sein des tissus et dans la circulation sanguine et 
lymphatique mais aussi de pouvoir interagir avec d’autres cellules. En effet, le réseau d’actine peut 
conduire à la formation de protrusions membranaires de type lamellipode ou filopode. Ces types 
de protrusions sont par exemple nécessaires à la formation de la synapse immunologique qui se 
forme entre un LTc et la cellule présentatrice d’antigène. Le réseau d’actine est aussi impliqué 
dans le trafic intracellulaire des organites et molécules via des moteurs moléculaires associés: les 
myosines (Pollard 2009). 
Composition du réseau: Les microfilaments, d’un diamètre de 7 nm, sont formés de deux 
polymères hélicoïdaux bicaténaires composés de monomères d’actine-G. Ces monomères sont 
polarisés et leur orientation uniforme le long du polymère conduit à la polarisation du filament 
d’actine. L’extrémité qui possède une forte activité de croissance est appelée extrémité barbée et 
celle moins dynamique est appelée extrémité pointue (Milligan 1990). Les microfilaments peuvent 
ensuite s’organiser en faisceaux parallèles (formation des protrusions) ou en réseaux branchés.
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Formation du réseau: Les monomères d’actine vont s’auto-assembler (nucléation) tout 
d’abord sous forme de dimères puis de trimères instables, pour finalement adopter une 
conformation hélicoïdale stable. Après cette étape de nucléation l’élongation du filament peut alors 
débuter. Au cours de l’assemblage de l’actine, la molécule d’ATP (Adénosine triphosphate) liée au 
monomère va être hydrolysée en ADP (Adénosine diphosphate). Ainsi les sous-unités d’actine 
présentes au sein du microfilament seront sous forme ADP. La plupart des microfilaments d’actine 
auront une extrémité barbée composée de sous-unités d’actine-ATP alors que leur extrémité 
pointue sera majoritairement composée d’actine-ADP. Cette hydrolyse différentielle de l’ATP 
conduit à une asymétrie supplémentaire pour le microfilament. En effet, à l’extrémité barbée on 
aura un phénomène de polymérisation alors qu’à l’extrémité pointue on aura plutôt un phénomène 
de dépolymérisation ce qui conduit à un mécanisme de «  treadmilling » (tapis roulant) (Pollard 
2000; De La Cruz 2001)(Figure 2).
La régulation du réseau: Les filaments vont ensuite s’organiser pour former un réseau 
complexe qui sera modulé selon les besoins de la cellule. Plus de 60 familles de protéines de 
liaison à l’actine ont pu être identifiées, on les appelle les ABP pour Actin Binding Proteins. Il s’agit 
de protéines agissant sur la polymérisation et la dépolymérisation de l’actine, des moteurs 
moléculaires de type myosine ou encore des protéines permettant la liaison de l’actine avec 
d’autres composants cellulaires comme le réseau de microtubules ou la membrane plasmique. On 
retrouve par exemple la profiline qui peut séquestrer les monomères d’actine, la cofiine qui induit 
la dépolymérisation du réseau et les protéines de coiffe (tropomoduline, CapZ) qui empêchent 
l’échange des monomères (association et/ou dissociation). Ont aussi été décrits, les 
tropomyosines qui stabilisent et empêchent la dépolymérisation du réseau (Inhibition de la 
cofiline), les facteurs de nucléation de l’actine comme le complexe Arp2/3 (Actin related protein 
2/3) ou encore les formines qui en s’associant aux profilines permettent l’assemblage de l’actine 
(La profiline a donc un double rôle) (Pollard 2000; Sagot 2002; Dos Remedios 2003).
b) Les moteurs moléculaires liés aux microtubules:
Les transports qui ont lieu au sein des cellules via le réseau de microtubules peuvent être 
assurés par deux types de moteurs moléculaires, les dynéines et les kinésines. Ces deux moteurs 
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Figure 2: Dynamique d’assemblage du réseau d’actine (Adapté de De la cruz 2001)
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se déplacent le long du réseau de microtubules soit en direction de la périphérie (Kinésine - 
transport antérograde) soit en direction du MTOC (Dynéine - transport rétrograde).
Les dynéines: 
Fonction: La première dynéine a été décrite pour la première fois en 1965 par Gibbons et 
Rowe comme une protéine ATPase située au niveau des cils de Tetrahymena pyriformis et ayant 
des capacités motrices (Gibbons 1965). Ces fonctions motrices ont par la suite été confirmées 
grâce à la découverte d’une nouvelle dynéine cytosolique décrite comme assurant un transport 
rétrograde, c’est à dire en direction de l’extrémité négative des microtubules (Paschal 1987; 
Schroer 1989). On distingue plusieurs types de dynéines: Les dynéines axonémales qui 
permettent le battement des cils et flagelles en transportant les protéines le long des axonèmes et 
les dynéines cytoplasmiques qui transportent des cargos le long des microtubules.
Structure et mode d’action: Elles sont composées d’une chaîne lourde qui contient le 
domaine globulaire de fixation aux microtubules et le domaine moteur (6 domaines AAA ATPases). 
Elles possèdent aussi plusieurs chaînes légères et intermédiaires situées sur la queue de la 
dynéine (LIC, IC TCTEX, LC8, Roadblock) qui permettent le recrutement des cargos et 
l’oligomérisation de la dynéine. Après l’hydrolyse de l’ATP des changements conformationnels ont 
lieu notamment au niveau des domaines AAA et du linker. Le linker se replie et l’anneau subit une 
rotation (sous-unités AAA1/2/3) ce qui modifie l’angle de la tige coil-coiled. Ce changement d’angle 
permet alors le détachement du domaine moteur des microtubules. La libération de phosphatases 
permet ensuite un retour à la normale de la conformation du linker et des domaines AAA. Ces 
deux changements successifs de conformation permettent ainsi à la dynéine de ce mouvoir (Carter 
2011; Gennerich 2009) (Figure 3). 
Les kinésines: 
La famille des kinésines: On doit la découverte des kinésines à l’équipe de Sheetz qui 
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Figure 3: Schéma récapitulatif de la structure et du mécanisme qui conduit au mouvement de la dynéine.
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identifie pour la première fois, dans des axones de calamar géant, une protéine motrice capable de 
faire bouger des billes de latex et des organites le long des microtubules (Vale 1985). Par la suite 
des études phylogénétiques ont permis d’identifier 45 kinésines groupées en 14 familles 
différentes (Figure 4). Les kinésines sont impliquées dans la division cellulaire et dans le trafic des 
organites comme les lysosomes et mitochondries. Elles permettent aussi le transport antérograde 
des vésicules en direction de la périphérie ou le long des axones neuronaux mais également le 
transport des ARNm (Lawrence 2004; Miki 2005; Hirokawa 2009).
Structure et mode d’action: La plupart des kinésines existent sous la forme d’un 
homodimère de chaînes lourdes. Chaque chaîne lourde est composée d’un domaine moteur 
globulaire, d’un cou, d’une tige et d’une queue globulaire. Le domaine moteur contient le site de 
fixation à l’ATP et le site d’ancrage aux microtubules. La tige, formée de domaines «coiled-coil», 
est nécessaire à la mise en place du mouvement et à la dimérisation des kinésines et la queue 
globulaire permet la fixation des cargos mais aussi la régulation du domaine moteur (Woehlke 
2000). La majorité des kinésines se déplacent le long des microtubules en direction de leur 
extrémité positive mais certaines peuvent aussi se déplacer en direction de l’extrémité négative. 
Effectivement si le domaine moteur est en position N-ter, les kinésines vont vers l’extrémité 
positive mais si le moteur est en position C-ter (comme la kinésine 14), elles vont en direction de 
l’extrémité négative. Concernant la kinésine 13, qui possède un domaine moteur central, elle n’est 
pas impliquée dans le trafic mais plutôt dans la déstabilisation des microtubules  (Verhey 2009). 
!20
Figure 4: Structure des différentes familles de kinésines (Verhey 2009) En vert 
clair on retrouve les domaines moteurs, en vert foncé la tige coiled-coiled et en bleu 
foncé les domaines non moteurs qui se lient aux cargos.
c) Les moteurs moléculaires liés au réseau d’actine:
Les myosines: 
Fonction: Les myosines sont des moteurs moléculaires associés au réseau d’actine. Il 
existe 20 classes de myosines qui permettent le transport des vésicules et organites, l’adhésion et 
la migration cellulaire mais aussi la contraction musculaire et la division cellulaire. On retrouve par 
exemple: La myosine IIA exprimée au niveau des LT qui est impliquée dans leur motilité (Jacobelli 
2004). Mais aussi les myosines V (a/b/c), abondantes au niveau des cellules endocrines, qui sont 
impliquées dans le transport de nombreux organites tels que les mélanosomes, les vésicules 
synaptiques ou encore les endosomes de recyclage (Wu 2002; Fan 2004; Gramlich 2017).
Structure et mode d’action: Elles se déplacent pour la plupart en direction de l’extrémité 
barbée des filaments (extrémité +) excepté la myosine 6 (-) et 9b (+ et -). Elles sont composées de 
deux chaînes lourdes qui regroupent la queue (tige coiled-coiled), le cou qui sert de levier pour 
faciliter les mouvements et les têtes motrices qui contiennent l’activité ATPasique. On retrouve 
aussi 4 chaînes légères: deux essentielles et deux régulatrices. Les chaînes légères essentielles 
stabilisent la conformation des chaînes lourdes et les chaînes légères régulatrices permettent de 
réguler l’activité ATPasique des têtes motrices. En N-ter, la myosine se lie à l’actine grâce aux 
têtes motrices et en C-ter elle peut se lier aux différents cargos. Néanmoins même si toutes les 
myosines possèdent ces trois régions fonctionnelles, leur structure peut varier entre les différentes 
classes de myosines leur permettant ainsi d’acquérir leur spécificité. La queue située en C-ter est 
notamment la région qui varie le plus entre les différentes classes de myosine. Par exemple 
certaines myosines ne possèdent pas de tige coiled-coiled qui permettent de dimériser la protéine, 
ce qui conduit à des myosines qui ne possèdent qu’une seule tête motrice. La dimérisation peut 
aussi être partielle et les myosines peuvent posséder des domaines globulaires pour lier les 
cargos en C-ter (comme la myosine V) (Krendel 2005; Syamaladevi 2012)(Figure 5).
3- Les mécanismes d’arrimage, de fusion et de sécrétion des LRO:
Suite à un signal d’activation de la cellule, les LRO vont devoir fusionner avec différents 
compartiments afin d’acquérir divers constituants (maturation). Ces LRO vont ensuite être recrutés 
au niveau de leur site de sécrétion pour venir fusionner avec avec la membrane plasmique et ainsi 
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Figure 5: Structure moléculaire de la myosine conventionnelle (Myosine II)
Tête Motrice
Queue
Tige coiled-coiled
Cou
Chaîne légère 
régulatrice
Chaîne légère 
essentielle
Chaîne lourde
relarguer leur contenu dans le milieu extracellulaire. Un certain nombre de molécules ont été 
impliquées dans les mécanismes qui aboutissent à la fusion et à l’exocytose des LRO.
a) Les protéines SNARE: la fusion des membranes
Les différentes SNARE: La famille des protéines SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive 
factor accessory protein receptors) est composée de 36 membres chez les mammifères (Jahn 
2006). Au sein de cette famille, on retrouve trois grands groupes de protéines: les protéines VAMP/
synaptobrévines (vesicle associated membrane protein), les syntaxines (STX) et les protéines 
SNAP-25/23/29 (Snaptosome-associated protein).
Ces protéines sont impliquées dans la fusion des membranes grâce à l’interaction des v-
SNARE (vesicle-associated-SNARE), présentes sur la membrane des vésicules, avec des t-
SNARE (target-membrane SNARE), présentes sur les membranes cibles (Sollner 1993). Une 
deuxième classification plus robuste des SNARE a par la suite été faite après l’étude de leur 
structure. On parle de Q-SNARE ou R-SNARE selon la présence d’une glutamine ou arginine au 
niveau de leur domaine SNARE. En général les v-SNARE sont des R-SNARE et les t-SNARE des 
Q-SNARE. 
Le domaine SNARE: Les protéines SNARE partagent un domaine commun de 60 à 70 
acides aminés que l’on appelle domaine SNARE. Ce domaine formé d’une hélice-α permet aux 
protéines SNARE d’interagir entre elles par formation de structure coiled-coil (Poirier 1998). 
Les STX sont des protéines transmembranaires composées d’un domaine de régulation en 
N-ter appelé Habc, d’un domaine SNARE appelé H3 et d’un domaine transmembranaire en C-ter. 
En N-ter on peut aussi retrouver sur certaines STX un petit peptide important pour les évènements 
de fusion. Le domaine H3 des STX se fixe à la fois aux domaines SNARE des molécules VAMP et 
SNAP formant ainsi le coeur très stable du complexe SNARE. Les SNAP sont des protéines 
membranaires composées de deux domaines SNARE en N-ter et C-ter. Les VAMP sont des 
protéines transmembranaires composées d’un domaine SNARE en C-ter.
Formation du complexe SNARE: L’interaction créée entre ces protéines par le biais de leurs 
domaines SNARE permet la formation d’un complexe très stable appelé complexe trans-SNARE. Il 
est constitué de 4 hélices-alpha superenroulées qui permettent le rapprochement des membranes 
jusqu’à leur fusion par un mécanisme dit de fermeture éclair (de la partie N-ter vers la partie C-ter 
des hélices-α) (Poirier 1998)(Figure 6). Pour finir, c’est l’énergie libérée par la formation de cette 
super-hélice qui va permettre de déclencher la fusion des membranes (Wiederhold 2009). Des 
hémifusions transitoires des bicouches lipidiques vont avoir lieu conduisant à la déstabilisation puis 
réorganisation des membranes pour aboutir finalement à la formation d’un pore membranaire.
Désassemblage du complexe SNARE: Le complexe SNARE qui reste sur la membrane 
après les évènements de fusion est appelé complexe cis-SNARE. Il sera désassemblé par une 
AAA-ATPase de type II la NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) et son co-facteur α-
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SNAP (Soluble NSF attachment Protein). En effet, α-SNAP se lie d’abord au complexe SNARE 
puis recrute NSF qui va former un homohéxamère cylindrique autour du complexe SNARE. Pour 
finir, NSF hydrolyse de l’ATP ce qui induit un changement de conformation du complexe 
(mouvement de haut en bas et de rotation du cylindre) conduisant au désenroulement de la super-
hélice-α (Hanson 1997; Chang 2012). Ainsi, les SNARE se dissocient et sont de nouveau 
disponibles pour assurer la formation de nouveaux complexes. A noter que les R-SNARE doivent 
suivre des voies de recyclage via des mécanismes d’endocytose pour être réadréssées aux 
vésicules. 
b) Les autres protéines impliquées dans la formation du complexe SNARE:
D’autres protéines vont intervenir dans la régulation du mécanisme de fusion comme par 
exemple les familles de protéines Munc18 (mammalian uncoordinated) et Munc13. Ces protéines, 
et plus particulièrement Munc18-2 et Munc13-4, sont retrouvées au niveau des LTc et mastocytes 
et seraient impliquées dans les évènements de fusion des LRO avec la membrane plasmique 
(voire partie II et III). 
Les molécules Munc18: possèdent trois domaines D1, D2 et D3 qui forment une « arche » 
avec une cavité centrale et est capable d’interagir avec le domaine Habc N-ter des STX mais aussi 
avec le faisceau des 4 hélices-α (Hata 1993; Dulubova 2007). 
Les molécules Munc13: possèdent un domaine central MUN qui permet un repliement 
autonome de la protéine et son interaction avec la STX en N-ter (comme Munc18) (Betz 1997; Ma 
2011). Elles possèdent aussi deux domaines C2 cytoplasmiques qui leurs permettent de fixer le 
calcium. Ces molécules sont donc des senseurs calciques qui régulent la dynamique de formation 
des pores. Elles contrôlent ainsi les étapes finales de la fusion des membranes.
c) L’exemple de l’exocytose de la vésicule synaptique:
Les molécules SNARE impliquées:
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Figure 6: Formation d’un complexe trans-SNARE
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Un des complexes SNARE le mieux caractérisé est celui nécessaire au relargage des 
vésicules synaptiques au niveau des neurones. Ce complexe serait composé des protéines 
SNARE: VAMP2, STX1 et SNAP25 (Sollner 1993). Cependant avant la formation du complexe 
SNARE la protéine STX1 doit au préalable changer de conformation. 
Le rôle de Munc18-1: Effectivement, la STX1 se trouve en conformation fermée inactive ce 
qui l’empêche d’interagir avec les autres SNARE. Son extrémité N-ter Habc se retrouve liée à son 
domaine C-ter SNARE et cette conformation fermée est maintenue par l’intervention de la protéine 
chaperonne Munc18-1 qui interagit avec elle (Domaine Habc) (Chen 2008). En effet une mutation 
de Munc18-1, qui empêche sa fixation sur la STX1, conduit à la déstabilisation de la conformation 
fermée de STX1 qui peut alors s’associer aux autres SNARE (Dulubova 1999). La stabilisation de 
STX1 en conformation fermée semble donc entraver fortement la formation du complexe SNARE. 
Néanmoins différentes études ont pu démontrer que l’association de Munc18-1 et de STX1 en 
conformation fermée se révèle importante pour les mécanismes de fusion. En effet, la délétion de 
Munc18-1 conduit à un défaut total de sécrétion des vésicules synaptiques (Verhage 2000).
 La stabilisation du complexe pourrait par exemple empêcher la STX1 d’interagir avec d’autres 
SNARE en l’absence de vésicules synaptiques. Evitant ainsi la formation de complexes 
SNARE inutiles (Chen 2008).
Comme Munc18-1 est aussi capable d’interagir avec le complexe Q-SNARE en plus de son 
interaction avec STX1 (en liant cette fois la STX1 sur son peptide N-ter), elle pourrait donc faire 
partie du complexe SNARE impliqué dans la fusion de la vésicule (Dulubova 2007). En effet, 
une étude réalisée en 2008 démontre que Munc18-1 stimulerait la fusion et permettrait le 
recrutement d’autres SNARE comme VAMP2. La mutation de VAMP2 diminuerait les capacités 
de Munc18-1 à stimuler la fusion. Ils proposent alors que Munc18-1 orchestrerait la formation 
du complexe SNARE en positionnant la STX1 dans une conformation qui faciliterait les 
interactions entre Q-SNARE et R-SNARE  (Rodkley 2008)
Pour finir, une étude de 2007 a pu démontrer que Munc18-1 stabiliserait STX1 et permettrait 
son trafic en direction de la membrane plasmique en empêchant la formation de complexes 
SNARE au cours de son transport (Medine 2007). De plus, l’inhibition de Munc18-1 conduit à 
une diminution de l’expression de STX1 de 50 à 70% et à une localisation périnucléaire 
anormale de cette dernière (Han 2009). Néanmoins ce mécanisme encore controversé ne 
serait observé que dans certains types cellulaires. Une étude réalisée en 2009 expliquerait ces 
différences de résultats par des mécanismes compensatoires mis en place par un autre 
isoforme de Munc18-1 (Munc18-2) dans certains types cellulaires (Han 2009). 
Rôle de Munc13-1: La protéine Munc13-1 interviendrait pour déplacer Munc18-1 et ainsi 
permettre à la STX1 d’adopter une conformation ouverte active. En effet, la molécule Munc13-1 
grâce à son domaine MUN interagit avec la partie N-ter Habc de STX1 (là où se fixe Munc18-1) 
(Betz 1997) et permet le passage de la STX1 d’une conformation fermée à ouverte (Ma 2011). La 
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STX1 une fois active peut alors aller interagir avec VAMP2 et SNAP25 pour former le complexe 
SNARE (Figure 7).
L’importance du calcium dans l’arrimage de la vésicule:
Munc13-1 grâce à ces deux domaines C2 est un senseur calcique. Il a récemment été 
démontré que Munc13-1, via ces domaines C2, jouerait un rôle dans la plasticité synaptique en 
interagissant avec les canaux calciques et en contrôlant leur ouverture/fermeture suite aux 
impulsions nerveuses. Il régulerait ainsi l’influx calcique et modulerait l’exocytose des vésicules 
synaptiques (Calloway 2015). 
La complexine est une autre protéine qui lie le calcium mais qui se lie aussi aux complexes 
SNARE partiellement assemblés pour les stabiliser (Chen 2002). Néanmoins, on ne sait pour le 
moment toujours pas si elle facilite et/ou empêche la formation du complexe SNARE. En effet, elle 
pourrait en se liant au complexe empêcher la progression de la «  fermeture éclaire » (Kummel 
2011) ou au contraire promouvoir son initiation et sa progression. La fonction de cette protéine est 
encore très controversée et cette controverse serait en partie due au fait que la protéine s’est 
adaptée différemment selon les espèces. Ainsi elle assurerait différentes fonctions selon 
l’organisme étudié (Trimbuch 2016). 
La synaptotagmine-1, une protéine qui possède des domaines C2, est capable de se lier 
au complexe SNARE. Cette protéine serait importante pour déplacer la complexine suite à l’arrivée 
de calcium et donc enlever ce clamp présent sur le complexe SNARE. En effet, la complexine et la 
synaptotagmine-1 interagissent au même endroit au niveau du complexe SNARE: les deux 
protéines entreraient donc en compétition (Tang 2006; Sudhof 2013).
Les protéines RIM (Rab3 interacting molecule) sont impliquées dans le recrutement des 
canaux calciques au niveau du site de sécrétion mais aussi dans le recrutement des vésicules 
synaptiques en se liant à Munc13-1 et Rab27b/Rab3 (Des Rab-GTPase qui seraient importantes 
!25
Figure 7: Schéma du complexe SNARE formé lors de la sécrétion des vésicules synaptiques et des 
molécules associées
pour le transport et l’arrimage des vésicules (Yu 2008; Geppert 1997), description faite dans la 
prochaine partie). Ces protéines sont donc en charge de recruter les canaux calciques et vésicules 
de sécrétion au sein d’une même zone active pour permettre la transmission synaptique (Wang 
1997; Kaeser 2011; Sudhof 2013). 
Grâce à toutes ces molécules la transmission du signal est réalisée et peut être modulée en 
quelques microsecondes suite à l’entrée de calcium au niveau de la synapse (Figure 8).
d) Les divers complexes SNARE:
Les complexes SNARE qui sont amenés à se former sont souvent spécifiques d’un 
compartiment donné et conservé d’un type cellulaire à l’autre. Ainsi, seulement une douzaine de 
combinaisons possibles de protéines SNARE ont été impliquées dans des évènements de fusion 
(Jahn 2006)(Figure 9). Nous verrons par la suite que la machinerie de sécrétion des LTc et des 
mastocytes partagent en effet la même mécanistique que celle décrite précédemment au niveau 
du neurone pour la sécrétion de leurs LRO.
La distribution des complexes SNARE: La distribution des protéines SNARE au niveau de la 
membrane plasmique n’est pas homogène. En effet, les SNARE sont organisées en 
nanodomaines au niveau des «  rafts  » (radeaux) lipidiques et leur stabilité dépendrait du 
cholestérol présent en grande quantité dans ces zones. La formation de ces clusters permettrait le 
recrutement et la fusion des vésicules en des endroits bien spécifiques de la membrane plasmique 
définis par les rafts lipidiques. Cela faciliterait l’organisation spatiale du trafic vésiculaire afin 
d’améliorer la sécrétion des vésicules synaptiques. En effet, quand le niveau de cholestérol 
diminue dans les cellules (un composant important des rafts lipidiques), les clusters de SNARE se 
dispersent et l’exocytose des vésicules synaptiques est grandement diminuée (Chamberlain 2001; 
Lang 2001).
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Figure 8: Schéma du complexe protéique qui médie le recrutement des canaux 
calciques et des vésicules synaptiques (Sudhof 2013)
4- L’implication des protéines Rab dans la régulation du trafic vésiculaire:
a) Généralités sur les Rab:
Fonction et généralités: 
Les protéines Rab (Ras-related protein in brain) régulent la formation des vésicules à partir 
de compartiments donneurs, elles permettent le mouvement de ces vésicules entre les organites 
et pour finir leur fusion avec les compartiments accepteurs. Elles sont donc responsables du 
contrôle spatio-temporel des transports vésiculaires. Afin d’assurer leurs fonctions, les protéines 
Rab sont capables d’interagir avec un large répertoire de molécules effectrices comme les facteurs 
qui permettent la sélection des cargos et le bourgeonnement des vésicules (Sorting), les kinases 
et phosphatases qui modifient la composition membranaire (Uncoating), les moteurs moléculaires 
impliqués dans le trafic (Motility), les facteurs d’arrimage (Tethering) ou encore les protéines 
SNARE qui contrôlent la fusion des vésicules (Fusion) (Stenmark 2009; Zhen 2015)(Figure 10).
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Figure 9: Exemple de différentes associations de molécules SNARE retrouvées au sein d’une 
cellule de mammifère (Jahn 2006)
Figure 10: Les différents rôles assurés par les Rab-GTPases (Zhen 2015)
La famille des protéines Rab est constituée d’une soixantaine de membres dont 
l’expression est ubiquitaire. Néanmoins d’un type cellulaire à l’autre ou en fonction des besoins de 
la cellule, leur niveau d’expression peu varier. En effet, l’expression de Rab5 se retrouve par 
exemple augmentée en présence d’IFN-� (Interferon-�) dans les macrophages ou alors 
l’expression de Rab11 est diminuée dans les cellules épithéliales exposées au TNF-β (Tumor 
necrosis factor β). Ainsi la modulation de l’expression des Rab pourrait permettre de réguler le 
trafic vésiculaire (Stein 2003). 
Le cycle des Rab-GTPases:
Chaque protéine Rab passe d’une conformation GDP inactive à une conformation GTP 
active. Cette modification est essentielle pour leur interaction avec les membranes biologiques 
mais aussi pour le recrutement des effecteurs au niveau des membranes leurs permettant ainsi 
d’assurer leurs fonctions de régulateur du trafic. 
Les Rab synthétisées sous forme inactive sont d’abord présentes dans le cytosol puis vont 
être prises en charge par des protéines chaperonnes REP (Rab escort protein). Cette protéine 
permet alors la mise en contact de Rab avec l’enzyme RabGGT (Rab géranylgéranyl transférase) 
qui lui transfère des groupements hydrophobes géranylgéranyl nécessaires pour son insertion 
dans les membranes biologiques. A l’état initial, la protéine Rab est maintenue inactivée par son 
interaction avec le facteur inhibiteur de la dissociation du GDP: le GDI (GDP dissociation inhibitor). 
Au niveau des membranes biologiques le facteur GDF (GDI displacement factor) déplace le GDI 
ce qui permet l’activation de Rab par le facteur d’échange GEF (guanine nucléotide exchange 
factor) en catalysant l’échange du GDP en GTP. Rab sous sa forme GTP peut alors s’insérer dans 
les membranes où elle peut recruter ses différents effecteurs. L’inactivation de Rab est assurée 
par la protéine GAP (GTPase activation protein) qui catalyse l’hydrolyse du GTP en GDP. GDI est 
alors recruté et détache Rab de la membrane et la séquestre sous forme inactive jusqu’au 
prochain cycle (Corbeel 2008; Stenmark 2009)(Figure 11).
La localisation des Rab:
En plus de la grande variété de Rab qui existe, leur localisation est aussi extrêmement 
variée. En effet, elles se localisent sur la phase cytosolique de nombreux organites intracellulaires 
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Figure 11: Cycle d’activation des Rab-GTPases (Stenmark 2009)
ce qui leur permet d’assurer un grand nombre de fonctions. Néanmoins, chaque Rab possède une 
localisation préférentielle qui correspond à une étape particulière du transport des vésicules 
intracellulaires. Ainsi chaque compartiment aura une identité membranaire différente, assurée par 
l’expression différentielle de ses Rab qui réguleront les évènements de transport et de fusion 
(Pfeffer 2013; Zhen 2015). Néanmoins plusieurs Rab peuvent être localisées sur le même 
compartiment en se regroupant au sein de microdomaines appelés « Rab domains ». Ainsi les 
endosomes de recyclage possèdent des domaines Rab4 et Rab11, les endosomes précoces des 
domaines Rab5 et Rab4 et les endosomes tardifs des domaines Rab7 et Rab9 (Zerial 2001; 
Stenmark 2009; Pfeffer 2013)(Figure 12). 
b) Les Rab impliquées dans le transport terminal et l’exocytose des LRO:
Les Rab impliquées dans le transport terminal et l’exocytose des LRO (que l’on appelle les 
« exocytic rab ») sont celles de la famille des Rab3 (Rab3a/b/c/d), Rab27 (Rab27a/b), Rab37 et 
Rab26 (Fukuda 2008). Nous verrons par exemple dans la partie III de cette introduction que 
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Figure 12: Distribution des différentes GTPases Rab dans la cellule eucaryote (Zhen 2015)
l’exocytose des granules des mastocytes implique 4 de ces «  exocytic Rab  »: Rab3d/Rab27a/
Rab27b et Rab37. Concernant la sécrétion des vésicules synaptiques nous avons vu que Rab3 et 
Rab27b pourraient être impliquées (Yu 2008; Geppert 1997).
L’exemple de la vésicule synaptique: En effet, les protéines Rab3 et Rab27b sont 
impliquées dans les étapes terminales du transport et dans l’exocytose des vésicules synaptiques. 
La protéine Rab3 serait nécessaire à l’arrimage et à la fusion des vésicules synaptiques (Geppert 
1997). En effet, Rab3 interagirait avec la protéine RIM et Munc13-1 et ce complexe serait 
important pour l’arrimage des vésicules mais aussi pour réguler la plasticité synaptique (Dulubova 
2005). Concernant la protéine Rab27, Yu et ses collègues démontrent en 2008 qu’elle serait 
nécessaire au transport et à la sécrétion des vésicules synaptiques (Yu 2008). Une étude réalisée 
en 2009 confirme l’importance de Rab27 au niveau des synapses en mettant en évidence une 
interaction entre Rab27b et la kinésine-1 par le biais de la protéine Slp1 (Synaptotagmin-like 
protein) et CRMP2 (Collapsin respond mediator protein-2). Cette interaction serait alors nécessaire 
pour le transport antérograde des vésicules exprimant les récepteurs à la neurotrophine le long 
des axones neuronaux (Arimura 2009).
c) Rab27 un acteur commun dans la sécrétion des LRO:
Il existe deux isoformes de la molécule Rab27, Rab27a et Rab27b, qui partagent 71% 
d’homologie et ces GTPase sont au coeur du mécanisme de sécrétion des LRO. Nous avons 
précédemment vu que Rab27 était importante pour le transport des vésicules synaptiques des 
neurones mais le rôle de Rab27 dans la sécrétion des LRO ne s’arrête pas là. En effet, son 
implication a été démontrée dans bien d’autres types cellulaires (Figure 13). 
Les différents rôle de Rab27 dans la sécrétion des LRO:
La sécrétion des mélanosomes dans les mélanocytes: Les mélanosomes d’abord produits 
au niveau du noyau ont besoin de rejoindre la périphérie pour être sécrétés ou phagocytés au 
niveau des dendrites. Ce transport fait intervenir un complexe, composé de Rab27a, Slac-2a/
Melanophiline et le moteur moléculaire Myosine-Va, qui permet un transport via le réseau d’actine 
des mélanosomes en direction de la périphérie (Wu 2002).
La sécrétion des corps de Weibel Palade dans les cellules endothéliales: En se liant à la 
protéine MyRIP (Myosin Va-Rab interacting protein), Rab27a serait capable d’interagir avec la 
myosin Va pour permettre l’ancrage des corps de Weibel Palade sur le réseau d’actine. Cet 
ancrage se révèlerait nécessaire à leur maturation (Rojo 2011). De plus Rab27a en interagissant 
avec Slp4 serait alors capable de se lier à Munc18-1 pour réguler cette fois-ci l’exocytose des 
corps de Weibel Palade (Van Breevoort 2014).
La sécrétion des granules denses dans les plaquettes: La protéine Rab27b serait tout 
d’abord impliquée dans la formation des proplaquettes durant la maturation du mégakaryocyte. En 
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effet on retrouve moins de granules denses chargés dans ces proplaquettes (Tolmachova 2007). 
Mais Rab27b en interagissant avec Munc13-4 serait aussi impliquée dans la sécrétion des 
granules denses. Rab27b ne serait en revanche pas impliquée dans la sécrétion des granules-α 
plaquettaires (Shirakawa 2004). 
La sécrétion des granules azurophiles dans les neutrophiles: La protéine Rab27a est 
capable d’interagir avec Slp1 pour permettre la sécrétion des granules azurophiles (Munafo 2007).
La sécrétion des granules lytiques dans les LTc: Nous verrons plus tard dans l’introduction 
que Rab27a est importante pour le transport terminal et l’arrimage des granules lytiques au niveau 
de la membrane plasmique (Menasche 2000). 
La sécrétion des granules de sécrétion dans les mastocytes: Nous verrons également dans 
la suite de l’introduction que les protéines Rab27a et Rab27b ont été impliquées dans le 
mécanisme de sécrétion des granules mastocytaires (Singh 2013).
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Figure 13: Résumé des différents LRO sécrétés via Rab27
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B- Les organites apparentés aux lysosomes: Des voies de biogenèses 
variées
Malgré leur origine commune et des mécanismes de transport apparentés, les LROs doivent 
acquérir les cargos et les caractéristiques qui leurs sont propres selon le type cellulaire où ils se 
trouvent. L’acquisition de ses spécificités se fait lors de la maturation des LROs qui sera différente 
d’un type cellulaire à l’autre. Ici nous traiterons de la biogenèse des deux types de LRO qui ont fait 
l’objet de notre étude: les granules lytiques des LTc et les granules de sécrétion des mastocytes.
1- La biogenèse des granules lytiques des LTc: (Voir Figure Résumé 14)
Les LTc tout comme les cellules NK possèdent des LRO appelés granules lytiques qui leur 
permettent d’assurer leurs fonctions cytotoxiques. La première étape de la formation du granule 
lytique est la formation d’une structure intermédiaire que l’on appelle le corps multivésiculaire. 
C’est une structure qui va acquérir au fur et à mesure de sa maturation de nombreuses vésicules 
internes. On voit aussi en parallèle l’apparition de lysosomes de sécrétions denses qui 
contiennent les protéines lytiques (Stinchcombe 2000; De Saint-Basile 2010).
 Formation des corps multivésiculaires: Les protéines issues de la membrane plasmique 
(comme LAMP (Lysosome-associated membrane glycoprotein)) et du réseau trans-golgien vont 
être adressées à des endosomes précoces par l’intermédiaire du complexe ESCRT (endosomal 
sorting complex required for transport) (Hurley 2008). La machinerie ESCRT va en effet 
reconnaitre les protéines ubiquitinylées à la surface des endosomes précoces puis induire leur 
invagination pour former les corps multivésiculaires (Gruenberg 2001). 
Apparition des lysosomes de sécrétion denses: Des lysosomes de sécrétion denses vont 
aussi se former et développer un corps dense qui contient des protéines comme la serglycine, les 
protéoglycanes et les protéines lytiques (granzyme, perforine). L’adressage des granzymes au 
corps dense se ferait par le biais d’une voie spécifique à partir du réseau trans-golgien. 
Effectivement, les granzymes vont être modifiés par l’ajout d’un mannose-6-phosphate ce qui 
permettra leur transport en direction du lysosome grâce au récepteur mannose-6-phosphate 
(Griffiths 1993). La voie qui conduit à l’adressage de la protéine lytique perforine est pour le 
moment encore inconnue. Le mode de fonctionnement de ces deux protéines lytiques sera abordé 
dans la suite de cette introduction. 
Fusion des endosomes: Plusieurs évènements de fusion vont ensuite avoir lieu afin 
d’aboutir à la formation du granule lytique mature. Effectivement, les corps multivésiculaires vont 
donner naissance aux endosomes tardifs identifiés par les protéines Rab7 et Rab27. Ces derniers 
vont ensuite fusionner avec des endosomes de recyclage Rab11 pour former des «  vésicules 
d’exocytose ». Ces vésicules d’exocytose fusionneront ensuite avec les lysosomes de sécrétion 
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denses qui contiennent la perforine et les granzymes pour former le granule lytique mature. A noter 
que ce dernier évènement de fusion n’est observé que suite à l’activation du LTc. Ainsi après tous 
ces évènements de fusion et de maturation le granule lytique a pu acquérir toutes les protéines 
nécessaires à la lyse des cellules cibles (Menager 2007)(Figure 14). Nous verrons dans la 
deuxième partie de cette introduction que les protéines Munc13-4 et LYST sont aussi impliquées 
dans ces évènements de maturation.
2- La biogenèse des granules de sécrétion des mastocytes:
 Le mécanisme de biogenèse des granules mastocytaires est peu caractérisé. On sait 
cependant que leur développement commencerait au niveau du réseau trans-golgien où des « pro-
granules » bourgeonneraient de ce compartiment (Hammel 1985). Ces pro-granules vont ensuite 
subir des phases de maturation durant lesquelles des évènements de fusion vont avoir lieu afin de 
permettre l’accumulation des médiateurs mastocytaires. Ainsi les pro-granules vont devenir de plus 
en plus gros et s’acidifier (grâce aux pompes V-ATPase) afin d’aboutir à des granules matures par 
le recrutement de nouveaux pro-granules qui viennent fusionner et s’ajouter à ceux pré-existants 
(Combs 1966; Wernersson 2014). Voici ci-dessous quelques exemples de protéines impliquées 
dans la biogenèse des granules mastocytaires. 
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Figure 14: Résumé du mécanisme de biogenèse des granules lytiques des LTc
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Les protéines impliquées dans les évènements de fusion:
La secretogranine III, une protéine appartenant à la famille des granines (dont on connait 
peu la fonction), serait un inducteur de la formation des granules de sécrétion en se liant à son 
partenaire la chromogranine A. En effet, quand on surexprime la secretogranine III, on observe 
un nombre plus important de granules au sein des mastocytes et ce phénotype serait 
dépendant de son interaction avec la chromogranine A. Néanmoins on ne connait pas encore 
la fonction exacte de ces protéines (Prasad 2008).
La GTPase Rab5 serait impliquée dans la biogenèse des granules lytiques. Effectivement, 
Rab5 serait nécessaire aux évènements de fusion entre les vésicules qui bourgeonnent du 
Golgi et les endosomes précoces (Rab27b+ CD63+). L’absence de Rab5 conduit à l’apparition 
d’un grand nombre de granules de petite taille alors que l’expression d’un mutant 
constitutivement actif de Rab5 conduit à la formation de granules géants. VAMP8 pourrait aussi 
être impliqué dans ces évènements de fusion (déjà démontré au niveau des cellules acineuses 
pancréatiques). En effet la surexpression de VAMP8 inhibe la formation de ce granule géant 
alors que les autres VAMP, VAMP2/3/7, n’ont pas d’effet. Ainsi, VAMP8 inhiberait les 
évènements de fusion médiés par Rab5. Pour finir, ces granules « géants » sont néanmoins 
toujours capables d’être sécrétés, Rab5 n’interviendrait donc pas dans les évènements de 
fusion avec la membrane plasmique (Azouz 2014). La maturation des granules de sécrétion se 
fait donc par des mécanismes de fusion entre les granules immatures fraîchement sortis du 
réseau trans-golgien mais aussi entre granules et endosomes permettant ainsi l’apport de tous 
les constituants nécessaires à leur sécrétion.
Les protéines impliquées dans l’adressage des médiateurs: Concernant les mécanismes qui 
permettent la sélection des médiateurs qui seront contenus dans les granules, deux modèles ont 
été proposés. Dans la théorie du « sorting-by-entry » chaque médiateur possèderait un signal de 
tri qui interagirait avec son récepteur au niveau du de la membrane du réseau trans-golgien. Dans 
la théorie du « sorting-by-retention » les médiateurs seraient initialement présents dans les « pro-
granules » et certains seraient retirés au cours de la maturation (Arvan 1998). Peu d’études ont été 
réalisées pour comprendre comment ce tri était fait, néanmoins on sait qu’il existe un lien entre les 
médiateurs qui permet de réguler leur adressage.
En effet, une étude réalisée en 2000 démontre que les protéoglycanes comme la protéine 
serglycine présente au sein des granules serait, en plus de son rôle dans la formation du corps 
dense, responsable de la rétention de certains médiateurs comme des tryptases, des chymases, la 
carboxypeptidase A3, l’histamine et la sérotonine (Henningsson 2006; Braga 2007). De plus, il a 
été démontré que l’absence d’histamine conduirait à la réduction des protéases et composants 
nécessaires à la formation des protéoglycanes (Ohtsu 2001; Nakazawa 2013). Il existerait donc 
des liens entre les médiateurs qui permettent d’assurer ou non la rétention de certains d’entre-eux 
au sein des granules. Ce lien pourrait être la conséquence d’une balance des charges au sein du 
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granule. En effet, quand on perdrait de la serglycine, qui est chargée négativement, on ne 
recruterait plus les médiateurs qui sont chargés positivement. A l’inverse quand on perdrait de 
l’histamine, qui est chargée positivement, on ne recruterait plus les médiateurs qui sont chargés 
négativement (Wernersson 2014). 
Chapitre II: Le mécanisme de sécrétion des LRO dans les LTc  
Les granules lytiques 
Dans cette seconde partie, nous nous attarderons plus précisément sur la sécrétion des 
LRO associés aux LTc à savoir les granules lytiques. Pour cela nous détaillerons les mécanismes 
impliqués dans la lyse des cellules cibles et notamment le mode d’action des différents agents 
lytiques: perforine, granzymes. Nous étudierons ensuite les différents mécanismes qui conduisent 
à la mise en place de la synapse immunologique suite à la reconnaissance de la cellule cible par le 
LTc (signalisation, description des différentes régions SMAC, réorganisation du cytosquelette, 
transport des molécules indispensables, etc..). Enfin, nous détaillerons la machinerie de sécrétion 
des granules lytiques (SNARE, Rab, transport) pour terminer par une description de la kinésine-1 
impliquée dans ce processus. 
A- Le mécanisme de sécrétion des granules lytiques:
1- Fonctionnalité des granules lytiques:
a) Description des granules lytiques:
Les LTc et cellules NK exercent leur activité cytotoxique essentiellement via la sécrétion 
polarisée de granules renfermant des protéines lytiques: perforine, granzymes A et B. Les 
lymphocytes T naïfs ne possèdent pas de granules lytiques préformés, ce n’est qu’après une 
étape de maturation que les lymphocytes T deviennent des cellules effectrices et seront capables 
de tuer des cellules cibles comme des cellules infectées ou 
tumorales. Les LTc contiennent entre 15 et 25 granules de 
700 nm, chacun entourés d’une bicouche lipidique.
La membrane des granules lytiques possède les 
mêmes molécules que celles retrouvées à la surface des 
endosomes et lysosomes comme Lamp-1, Lamp-2 et Lamp-3 
(CD63). Ce qui confirme l’appartenance des granules 
lytiques à la famille des LRO (Peters 1991). A l’intérieur de 
ces granules on retrouve de multiples petites vésicules 
internes ainsi que des corps denses aux électrons (1 à 3) qui 
occupent la majorité de l’espace (Peters 1991) (Figure 15). 
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Figure 15: Cryosection d’un granule de 
LTc. 1. Bicouche lipidique. 2. Corps dense 
3. Petites vésicules (Peter 1991)
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b) Les agents lytiques:
La perforine et les granzymes sont les composants majoritaires des granules lytiques. Ces 
protéines sont plus précisément localisées au niveau des corps denses aux électrons des granules 
lytiques et permettent la lyse des cellules cibles.
La perforine: 
Expression de la perforine: La perforine a été isolée et caractérisée pour la première fois en 
1985 (Podack 1985). C’est une protéine de 67 kDa exprimée uniquement dans les LTc et cellules 
NK. Son expression est régulée au cours de l’activation et la différenciation des LT naïfs en LT 
effecteurs. En effet, suite aux signaux d’activation déclenchés par certains récepteurs (TCR (T cell 
receptor), KLRK1 (Killer cell lectin like receptor K1) ou certaines cytokines (IL-2, IL-15, IL-21) on 
observe la transcription du gène Prf1 codant pour la perforine. C’est par exemple le cas de l’IL-2 
qui induit Prf1 grâce à la transcription du facteur STAT5 (Signal transducters and activators of 
transcription) et au recrutement des facteurs de transcription Stat5 et Eomes (Eomesodermin) 
dans les régions cis-régulatrices du gène Prf1 (Lichtenheld 1988; Pikin 2010). 
Structure de la perforine: La perforine partage des homologies de structure avec la protéine 
C9 du complexe d’attaque membranaire (Tschopp 1986; Lichtenheld 1988; Shinkai 1988). En effet, 
elle possède dans sa partie N-ter le même domaine MACPF (membrane attack complex and 
perforin domain) que l’on retrouve dans les protéines du complexe d’attaque membranaire (C6 à 
C9). Ce domaine permet la formation d’une hélice-α qui confère à la perforine la capacité de 
s’insérer au travers des membranes lipidiques (Peitsh 1990). 
Elle possède ensuite un domaine EGF (Epidermal growth factor) et dans sa partie C-ter un 
domaine C2 qui permet le recrutement de trois Ca2+. Le recrutement d’ions calciques au niveau de 
ce domaine induit un changement de conformation qui permet l’ancrage de la perforine à la 
membrane plasmique (Rizo 1998)(Figure 16). 
L’importance du calcium dans le processus d’oligomérisation de la perforine a déjà été 
démontrée en 1985 (Podack 1985). En effet, l’oligomérisation ne peut se faire qu’en présence de 
calcium et est inhibée par la présence de Zinc. Ainsi, en présence de calcium, on observe l’influx 
d’ions caractéristiques de la formation du pore de perforine (influx de Na+, Mg2+, Ca2+) et la lyse 
des cellules cibles, alors qu’en l’absence de calcium ou en présence de zinc, cet influx n’est plus 
observé et la perforine n’est plus capable de lyser les cellules cibles.
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Figure 16: Structure moléculaire de la perforine
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Mode d’action de la perforine: La perforine s’insère et s’oligomérise (± 20 monomères) dans 
la bicouche lipidique des cellules cibles en un pore de 16-22 nm de diamètre qui permettra par la 
suite l’entrée des granzymes A et B dans le cytosol des cellules visées. Néanmoins le mécanisme 
d’entrée des granzymes par les pores de perforine est encore controversé. 
Si certaines équipes pensent que les granzymes peuvent traverser les pores de perforine à 
la surface des cellules (Podack 1985; Tshopp 1985; Sauer 1991) d’autres pensent qu’ils en sont 
incapables, seulement des ions (Ca2+, Na2+) le pourraient (Mektar 2002). En effet, l’équipe de 
Trapani a pu observer qu’à d’extrêmes concentrations (> 4000 U/ml) la perforine était en mesure 
de faire des pores assez larges mais qu’à faible concentration la taille des pores n’était pas 
suffisante (Browne 1999). L’endocytose serait alors un autre mécanisme envisagé. Même si les 
granzymes peuvent être endocytés sans perforine (Froelich 1996), la présence de perforine est 
requise pour augmenter l’efficacité de leur endocytose (Keefe 2005). La perforine et les granzymes 
seraient endocytés dans un endosome précoce suite au processus de réparation des membranes 
qui a lieu après l’influx de Ca2+ généré par les petits pores de perforine en surface. Cette 
endocytose dépendante de la clathrine et de la dynamine (Thiery 2010) serait suivie par des 
évènements de fusion qui conduiraient à la formation d’un endosome géant EEA1+ (Early 
endosome antigen 1) (Thiery 2011). La perforine serait alors capable de former un pore assez 
large pour laisser passer les granzymes (Théorie du gigantosome) (Browne 1999; Keefe 2005)
(Pipkin 2007; Thiery 2011) qui une fois relargués dans le cytoplasme seraient transloqués en 
direction du noyau (Figure 17). 
Cependant, on pourrait penser que ce processus est impossible, car l’action de la perforine 
est inhibée à pH acide (dans l’endosome). Mais une étude récente a démontré que le processus 
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Figure 17: A) Podack 1985: Microscopie électronique de membranes d’erythrocytes lysés par le complexe 
perforine. B) Keefe 2005: Schéma récapitulatif de la théorie du gigantosome
A B
d’acidification qui a lieu dans les endosomes est absent du gigantosome. En effet, les pores créés 
par la perforine interfèreraient avec la mise en place du gradient de pH (Thiery 2011).
Protection intracellulaire contre l’action de la perforine: L’activité de la perforine doit être 
régulée afin qu’elle ne s’attaque pas aux membranes intracellulaires des LTc. Plusieurs 
mécanismes ont donc été mis en place par le LTc pour se protéger.
Tout d’abord, la perforine est synthétisée sous la forme d’un précurseur inactif qui a besoin 
d’être clivé par une cystéine protéase pour être actif (Ullner 1997). Ce clivage protéolytique 
ne peut se faire qu’à pH acide, c’est à dire au sein des granules lytiques. Une fois clivée le 
domaine C2 de la perforine est libérée, ce qui permet à la perforine de se fixer aux membranes 
lipidiques. 
Cependant cette fixation ne peut uniquement se faire qu’à pH neutre, c’est à dire au niveau de 
la fente synaptique. En effet, à pH acide les résidus aspartates du domaine C2 sont protonés 
ce qui empêche la fixation des ions Ca2+.
Le calcium est donc aussi un paramètre limitant de la perforine. La concentration en calcium 
étant faible durant la synthèse et le transport de la perforine en direction de la membrane 
plasmique du LTc, cette dernière ne pourra donc pas se fixer aux membranes internes. 
(Podack 1985). 
La calréticuline présente dans les granules lytiques est aussi un inhibiteur de la perforine, 
néanmoins son mode d’action est encore inconnu (stabilisation des membranes? chelateur du 
calcium?) (Dupuis 1993; Fraser 2000).
Protection extracellulaire du LTc contre l’action de la perforine: Les mécanismes permettant 
aux LTc et cellules NK d’être résistants à la perforine, une fois que cette dernière est sécrétée, sont 
encore méconnus. 
Néanmoins, de récentes études émettent l’hypothèse qu’après le relargage des granules 
lytiques, les molécules Lamp-1, présentes initialement sur les granules puis sur la membrane 
plasmique une fois les granules sécrétés, auraient une fonction protectrice. En effet, elles 
empêcheraient la fixation de la perforine sur les LTc (Cohen 2013). 
Concernant la cathepsine B, une étude réalisée en 2002 lui accorde un rôle protecteur (Balaji 
2002) alors que l’équipe de Trapani, grâce à des souris déficientes en cathepsine B, démontre 
qu’elle n’est pas impliquée dans la protection des LTc (Baran 2006). Son implication est donc 
encore controversée.
 
Les granzymes: 
Les granzymes exprimés au niveau des LT et cellules NK, appartiennent à la famille des 
sérines protéases, on en retrouve 11 chez la souris notés de A à N. Néanmoins, les granzymes A 
et B sont ceux retrouvés majoritairement au niveau des LTc et cellules NK (Prendergast 1992) et 
ce sont ceux dont la fonction a été la mieux décrite jusqu’à présent. Les autres granzymes dit 
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«  orphelins  » ont été peu étudiés, leurs fonctions restent jusqu’alors pour la plupart inconnues 
(Jenne 1988; Grossman 2003). Les granzymes ont la propriété de cliver les protéines après les 
résidus aspartates excepté pour les granzymes A et K qui ont eux une activité de type tryptase et 
le granzyme K qui clive après des résidus leucine ou methionine.
Protection des LTc contre l’action des granzymes: 
Les granzymes synthétisés sous forme inactive ont besoin d’être clivés pour devenir actifs 
(Jenne 1988). En effet, ils possèdent une courte séquence propeptidique, de 2 à 3 acides 
aminés, qui sera clivée à leur entrée dans le granule lytique. Ce clivage est réalisé par 
l’enzyme DPPI (Dipeptidyl Peptidase I) que l’on appelle aussi cathepsine C (McGuire 1993). 
Néanmoins malgré ce clivage, les granzymes restent inactifs compte tenu du pH acide présent 
au sein du granule lytique. Ce n’est qu’une fois sécrétés qu’ils deviendront actifs lorsque le pH 
se trouve aux alentours de 7.
Concernant le granzyme B un autre mécanisme de protection a été décrit: La serpin B9 
(serine protease inhibitor B9), présente en grande quantité dans le noyau et cytoplasme des 
LTc est sécrétée en même temps que les granzymes B et protège les LTc de l’autolyse. En 
effet, des cellules transfectées avec la serpin B9 deviennent résistantes à l’action des 
granzymes B et l’efficacité de la protection est corrélée à la quantité de serpin B9 contenue 
dans les cellules (Bird 1998). L’expression de la serpin B9 est induite en réponse à la 
production de granzyme B mais cette protéine est aussi retrouvée en plus petite quantité au 
sein d’autres cellules comme les cellules présentatrices d’antigène qui sont alors, elles aussi, 
protégées de l’action des granzymes B (Hirst 2003). 
Mode d’action du granzyme B: (Voir Figure Résumé 18)
Le granzyme B engendre la mort des cellules cibles par le biais du clivage de caspases 
(cystéines protéases pro-apoptotiques). En effet, il peut directement cliver les caspases 3, 7, 
8 et 10 pour induire la voie d’apoptose des cellules. Néanmoins, la caspase 3 reste la 
principale cible du granzyme B et conduit au clivage d’un grand nombre de substrats dont 
notamment d’autres caspases comme les caspases 2, 6 et 9. De plus, le clivage des caspases 
8 et 10 par le granzyme B reste incomplet, la caspase 3 doit intervenir dans un second temps 
pour terminer l’activation de ces deux caspases. La caspase 3 est donc là pour disséminer le 
signal de mort délivré par le granzyme B (Adrain 2005). 
Le granzyme B est aussi capable de cibler directement l’intégrité de la mitochondrie. En effet, il 
peut cliver la protéine pro-apoptotique Bid (BH3-interacting domain death agonist) (Sutton 
2000) ce qui induit l’oligomérisation des protéines BAX (Bcl2 associated X protein) et/ou BAK 
(Bcl2 antagonis/killer) en des pores perméabilisant la membrane mitochondriale extérieure 
(Heiben 2000). Cette destruction de la membrane mitochondriale conduit alors au relargage de 
cytochrome c, de EndoG (endonucléase G) et de HtrA2 (HtrA Serine Peptidase 2). La 
libération du cytochrome c permet la formation de l’apoptosome via son interaction avec 
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APAF1 (apoptotic peptidase activating factor 1) et la procaspase-9 et ainsi déclenche la voie 
d’apoptose mitochondriale. La libération de la DNase EndoG induit des dommages à l’ADN 
indépendamment de l’action des caspases (Li 2001) et HtrA2 est une serine protéase qui 
bloque l’action de XIAP (X chromosome-linked inhibitor of apoptosis) un inhibiteur des 
caspases 3, 7 et 9. (Suzuki 2001).
Le granzyme B, mais aussi la caspase-3 activée par ce dernier, sont capables d’induire la 
libération de la protéine CAD (caspase-activated DNase) en clivant son inhibiteur ICAD 
(Thomas 2000). La protéine CAD est une DNase qui va alors entrer dans le noyau pour induire 
des cassures de l’ADN (Enari 1998).
Le granzyme B peut cibler les constituants du cytosquelette et ainsi perturber la dynamique du 
réseau de microtubules, du réseau d’actine et des filaments intermédiaires des cellules cibles. 
Il a été démontré que le granzyme B engendre le clivage du domaine d’auto-inhibition en C-
ter de l’α-tubuline, ce qui conduit à l’apparition de microtubules plus long et d’un diamètre 
plus élevé (Adrain 2006). Il est aussi capable de cibler la β-actine (Bredemeyer 2004) et la 
lamine B qui compose les filaments intermédiaires de l’enveloppe nucléaire (Zhang 2001). La 
destruction de l’enveloppe nucléaire est essentielle à l’induction des dommages à l’ADN 
engendrés par les voies dépendantes ou indépendantes des caspases.
Pour finir, il peut aussi cibler les mécanismes de réparation de l’ADN. En effet, le granzyme B 
peut soit cliver directement PARP (Poly ADP-Ribose Polymerase), un senseur des dommages 
à l’ADN, soit activer les protéases ICE (Interleukin 1beta-converting enzyme like) capables, 
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Figure 18: Schéma récapitulatif du mode d’action du granzyme B
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elles aussi, de cliver PARP (Froelich 1996). Il peut aussi cliver la DNA-PK (DNA-dependent 
protein kinase) elle aussi impliquée dans la réparation des cassures double brins de l’ADN 
(Andrade 1998). 
Mode d’action du granzyme A: Le granzyme A comparé au granzyme B n’induit pas 
l’activation des caspases ou le relargage de cytochrome c de la mitochondrie. 
Néanmoins, il conduit à la dépolarisation de la membrane mitochondriale ce qui la rend non 
fonctionnelle en clivant NDUF3 (NASH:Ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 3 
- protéine importante pour la chaîne de transport d’électron au niveau de la chaîne respiratoire) 
et ainsi induit la production d’espèces réactives de l’oxygène (Martinvalet 2008)
Le granzyme A peut engendrer des lésions à l’ADN de type simple brin en ciblant le complexe 
SET qui contient la protéine suppresseur de tumeurs pp32 (Acidic nuclear phosphoprotein 32 
family member A), la DNase NM23-H1 (NME/NM23 nucleoside diphosphate Kinase 1) ainsi 
que trois substrats du granzyme A: SET (nucleosome-assembly protein), HMG2 (DNA-binding 
protein high-mobility group protein 2) et APE1 (the base excision repair enzyme apurinic/
apyrimidinic endonuclease 1). Suite à l’augmentation des dérivés de l’oxygène présents dans 
la cellule, le complexe SET va entrer dans le noyau. Le granzyme A clive ensuite les protéines 
du complexe qui inhibaient NM23-H1. La DNase ainsi libérée est alors capable d’engendrer 
des cassures de l’ADN. (Fan 2003).
Le granzyme A en dégradant l’Histone H1 induit une décondensation de la chromatine qui 
devient plus accessible aux nucléases exogènes susceptibles de la dégrader (Zhang 2000).
Tout comme le granzyme B, le granzyme A peut cliver la laminine B mais aussi la laminine A 
et C (Zhang 2001).
Le granzyme A peut aussi agir en surface. Il peut par exemple activer la cytokine pro-
inflammatoire IL-1β en clivant son pro-peptide (Imler 1995) ou encore inhiber l’aggrégation 
plaquettaire en clivant le récepteur à la thrombine (Suidan 1996).  
Mode d’action des granzymes orphelins (de C à N):
Le granzyme C peut tuer les cellules cibles en engendrant une rapide dépolarisation 
mitochondriale (indépendante du clivage de Bid) et des dommages nucléaires par le biais de 
cassures simple brin de l’ADN. Les dommages engendrés au niveau de la membrane 
mitochondriale sont particulièrement marqués avec la formation de pores qui permettent la 
libération du cytochrome c. Mais étrangement le cytochrome c relargué ne conduit pas à 
l’activation des caspases. Les spécificités enzymatiques du granzyme C ainsi que le 
mécanisme qui conduit à l’apoptose  sont encore méconnus (Johnson 2003). 
Le granzyme F n’induit pas le clivage de Bid ou SET mais on observe une dépolarisation de la 
membrane mitochondriale avec un relargage du cytochrome C sans activation des caspases 
(Shi 2009).
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Le granzyme K conduit à la libération de réactifs de l’oxygène, de cytochrome C, de EndoG 
par le biais du clivage de Bid mais n’active pas la voie des caspases (Zhao 2007). De plus, il 
engendre des cassures à l’ADN de type simple brin en clivant notamment le complexe SET 
pour libérer NM23-H1. Les voies qu’il utilise sont différentes de celles médiées par les 
granzymes B et C mais semblent partager des similarités avec celles médiées par le granzyme 
A. Néanmoins le granzyme K, contrairement au granzyme A, est capable de cliver la tubuline-
β (Bovenschen 2009). D’autres fonctions non cytotoxiques ont aussi été attribuées au 
granzyme K. En effet, il est capable d’induire la sécrétion de cytokines (IL-6, IL-8, MCP-1) 
grâce à l’activation du récepteur PAR-1 (Protease-activated receptor-1) (Cooper 2011).
L’implication du granzyme M dans le mécanisme d’apoptose est encore controversée même 
si ses substrats comme ICAD, PARP et l’α-tubuline pourraient induire la mort des cellules. On 
lui associe aussi des fonctions non-cytotoxiques. Le granzyme M aurait la capacité d’inhiber la 
réplication virale, d’induire des réponses inflammatoires et de réguler la coagulation (clivage du 
facteur de Von Willebrand) (De Poot 2014).
Les fonctions des autres granzymes orphelins restent inconnues. 
Pour que les LTc puissent tuer les cellules cibles par le biais de leurs granules remplis de 
perforine et de granzymes, une structure très organisée dans le temps et dans l’espace doit se 
mettre en place: il s’agit de la synapse immunologique.
2- La mise en place de la synapse immunologique:
a) La signalisation induite par la reconnaissance de l’antigène par le TCR: (Voir Figure 
Résumé 19) 
Toute une cascade de signalisation va se mettre en place suite à la reconnaissance du 
complexe peptide/CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) par le TCR. Tout d’abord on 
observe la déphosphorylation des kinases FYN (Fyn proto-oncogene, Src family tyrosine kinase) et 
LCK (Lymphocyte cell-specific protein tyrosine kinase) par des phosphatases régulatrices comme 
CD45. Ces deux kinases vont ensuite aller phosphoryler les motifs ITAMs (immunorecepteur 
tyrosine-based activation motifs) des molécules CD3 associées au TCR. Cette phosphorylation 
permet alors le recrutement de la kinase ZAP70 (Zeta-chain associated protein kinase) qui une fois 
phosphorylée par LCK peut recruter et phosphoryler à son tour d’autres protéines: LAT (Linker for 
activation of T cell) et SLP76 (SH2 domain-containing leukocyte protein of 76 kDa). LAT recrute un 
grand nombre de protéines de signalisation pour former un complexe multiprotéique appelé le 
signalosome. Le signalosome est composé des molécules comme VAV1 (Vav guanine nucleotide 
exchange factor 1), ADAP (adhesion and degranulation promoting adaptor protein), GADS (Grb2-
related adaptor downtream of Shc), ITK (interleukine-2 inducible T cell kinase), GRB2 (Growth 
factor receptor-bound protein 2), NCK1 (NCK adaptor protein 1) et PLC�1 (Phospholipase C�1), 
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une phospholipase qui permet la conversion de PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) en 
IP3 (Inositol trisphosphate) et DAG (diacylglycerol).
 Le signalosome va ensuite permettre l’induction de trois voies de signalisation: la voie 
calcium dépendante, la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinase) et la voie NF-�B 
(nuclear factor-kappa B) qui vont permettre la transcription des gènes importants pour la 
prolifération et différenciation des LTc. Pour finir, le signalosome va aussi jouer un rôle dans 
l’adhésion cellulaire mais aussi dans la réorganisation du cytosquelette (Brownlie 2013).
En effet, suite à l’activation du TCR on observe une complète réorganisation du 
cytosquelette du LTc: des évènements de polarisation successifs vont avoir lieu. D’abord du 
réseau d’actine puis du MTOC et enfin des granules lytiques en direction de la zone de contact 
formée entre les deux cellules que l’on appelle la synapse immunologique (Figure 19).
b) Les différentes zones de la synapse immunologique:
Une structure concentrique: La synapse immunologique 
a été décrite pour la première fois  en 1998 lors d’un contact 
entre un LT CD4+ et une cellule présentatrice d’antigène 
(Monks 1998). Cette structure a ensuite été confirmée dans 
les LTc en 2001 (Stinchcombe 2001)(Figure 20). Suite à 
l’interaction entre un LTc et une cellule présentatrice 
d’antigène, on observe une complète réorganisation du site 
de contact en plusieurs zones distinctes. Le cSMAC (central 
supramoléculaire activation complex) qui contient le TCR et 
les protéines associées importantes pour la signalisation. Le pSMAC (peripheral supramoléculaire 
activation complex), qui contient les molécules d’adhésion comme LFA-1 (Lymphocyte function-
associated antigen 1) et les molécules associées comme TALIN (Monks 1998). Le dSMAC (distal 
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Figure  20:  Microscopie  d’une  synapse: 
pSMAC en vert (LFA-1), cSMAC en rouge 
(LCK),  domaine  de  sécrétion  en  bleu 
(cathepsine D) (Stinchcombe 2001)
Figure 19: Schéma récapitulatif de la signalisation induite par le TCR
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supramoléculaire activation complex) qui contient l’actine ou les grosses molécules comme la 
phosphatase CD45. Et pour finir, un domaine de sécrétion, qui correspond au lieu de polarisation 
et d’exocytose des granules lytiques, dans la partie centrale de la synapse distincte du cSMAC 
(Stinchcombe 2001) (Figure 21).
Cette synapse immunologique est une zone hautement dynamique où le réseau de 
microtubules et d’actine vont subir de profonds remaniements et où de nombreux processus 
d’endocytose et d’exocytose vont avoir lieu.
c) Remaniement du réseau d’actine et de microtubules:
Accumulation puis délocalisation des molécules d’actine: 
Quelques secondes après la reconnaissance de l’antigène par le TCR, on observe tout 
d’abord une polymérisation et accumulation d’actine au niveau de la synapse (Ryser 1982). Puis 
quelques secondes plus tard, elle se délocalise vers la périphérie pour former le dSMAC 
(Stinchombe 2006; Ritter 2015). Cette polymérisation puis relocalisation de l’actine, qui conduit à 
la l’apparition de protrusions sous forme de lamellipode, est importante pour former un contact 
stable entre le LTc et la cellule cible. Ce réseau est aussi important pour la réorganisation du 
réseau de microtubules et la signalisation induite par le TCR.
Molécules impliquées dans la polymérisation de l’actine au niveau de la synapse: 
Parmi les protéines découvertes comme importantes pour la polymérisation du réseau d’actine, 
on retrouve celles appartenant à la famille des proteines du syndrome de Wiskott-Aldrich 
comme WAVE2 (Verprolin-homologoue protein-2) (Nolz 2006) et WASp (Wiskott-Aldrich 
syndrome protein) (Kumari 2015), mais aussi les protéines qui servent à leur activation ou qui 
interagissent avec elles tel que PKCδ (Protein Kinase C δ) (Wei 2014), Rac1 (Ras-related C3 
botulinum toxin substrate 1), Cdc42 (Cell division cycle 42) (Kim 2000) et HS1 (Hematopoietic 
lineage cell-specific protein-1) (Kumari 2015). Les proteines WASp et WAVE2 sont connues 
pour réguler l’activation du complexe Arp2/3 impliqué dans la polymérisation du réseau 
d’actine. La protéine HS1 intervient plutôt dans la stabilisation du réseau d’actine et les autres 
protéines comme PKCδ, RAC1 et Cdc42 interviennent dans la cascade qui conduit à 
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Figure 21: Schéma récapitulatif de l’organisation concentrique de la synapse immunologique
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l’activation de WASp et WAVE2. Toutes ces protéines se retrouvent recrutées au niveau du 
TCR et conduisent à l’accumulation d’actine au niveau de la synapse immunologique. Le 
recrutement de WASp/WAVE2 se fait par l’intermédiaire la molécule NCK1 du signalosome 
(Barda-Saad 2005) et leur activation via l’activation des Rho GTPases RAC1 (Miletic 2009) et 
Cdc42 (Stowers 1995) par la RhoGEF VAV1. Les molécules de la signalisation du TCR comme 
LAT, SLP76, ZAP70 mais aussi celles du signalosome comme VAV1 et NCK1 jouent donc un 
rôle central dans la réorganisation du réseau d’actine en modulant l’action de WASp et 
WAVE2.
La protéine IQGAP1 (Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1) serait également impliquée 
dans la régulation de l’accumulation d’actine au niveau de la synapse. Effectivement en 
l’absence de IQGAP1, on observe une augmentation de l’accumulation d’actine. IQGAP1 
agirait donc pour dépolymériser l’actine (Gorman 2012).
Les formines sont des protéines impliquées dans la nucléation des filaments d’actine. Elles 
permettent l’ajout de sous-unités d’actine tout en empêchant les protéines de coiffe de mettre 
fin à la polymérisation. Les formines DIA1 (Deleted in autism protein A), FMNL-1 (Formin-
like-1) et INF2 (Inverted formin-2) recrutées au niveau de la synapse immunologique n’ont 
néanmoins pas été impliquées dans la polymérisation de l’actine au niveau de la synapse. Ces 
formines auraient un rôle tout autre et agiraient au niveau du réseau de microtubules (voire 
partie polarisation MTOC) (Gomez 2007; Andrès-Delgado 2012). 
Molécule impliquée dans la formation de l’anneau d’actine périphérique: 
L’accumulation de PIP3 (Phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate) serait nécessaire à la 
formation de l’anneau d’actine périphérique. En effet, la présence de PIP3 uniquement en 
périphérie permet le recrutement de la protéine Dock2 qui induit alors la polymérisation 
d’actine périphérique en activant la Rho-GTPase RAC1 (Le Floc’h 2013).
La délocalisation du réseau d’actine en périphérie serait dû à un changement de composition 
de la membrane plasmique. Effectivement, les phospholipides membranaires PIP2 ne serait 
plus présent dans cette zone (cSMAC) (Ritter 2015) alors qu’il permettait le recrutement et 
l’activation de protéines nécessaires à la polymérisation de l’actine (Raucher 2000) comme 
WASp qui active le complexe Arp2/3 (Janmey 2004).
L’importance du réseau d’actine dans la signalisation: L’accumulation d’actine et des 
molécules associées seraient aussi importantes pour la signalisation induite par le TCR et donc 
participeraient à l’activation du LTc. En effet, plusieurs équipes ont pu démontrer que le blocage de 
cette accumulation d’actine conduit à des défauts de signalisation du TCR proximaux comme 
distaux (Valitutti 1995; Bunnel 2001; Varma 2006; Kumari 2015) mais aussi à des défauts de 
formation et de transport des microclusteurs de TCR (Campi 2005).
Hypothèse des multiples réseaux d’actine: Dans l’article de Kumari et al 2015 une idée 
émerge sur l’importance fonctionnelle des différents réseaux d’actine qui peuvent se mettre en 
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place au cours de la formation de la synapse immunologique. Pour exemple, les chercheurs 
démontrent que le réseau d’actine induit par WASP est important pour la phosphorylation de la 
PLC�1 nécessaire à la conversion de PIP2 en IP3 et DAG mais ne serait pas impliqué dans la 
signalisation proximale (activation de ZAP70) ni dans la formation des microclusters de TCR 
(Kumari 2015). Une autre équipe implique, elle, le réseau d’actine formé par WAVE2 dans l’import 
de calcium extracellulaire par les canaux CRAC (Calcium release-activated channels) et non dans 
la signalisation de PLC�1 (Nolz 2006). Ainsi différents réseaux d’actine seraient amenés à être 
formés et auraient des actions différentes sur la signalisation du LTc. 
La polarisation du MTOC: 
Le MTOC, appelé aussi centrosome, contient deux centrioles et 
c’est aussi l’endroit où l’on observe la formation des microtubules. La 
première observation de la polarisation du MTOC a été faite en 1982 
(Geiger 1982)(Figure 22): Le MTOC, au début localisé près de la 
membrane nucléaire, va se déplacer en direction de la synapse 
immunologique. Le mouvement généré par le MTOC conduit alors à 
une réorganisation complète du réseau de microtubules et induit le 
mouvement d’autres organites associés, comme l’appareil de Golgi 
(Kupfer 1984), les centrioles et les compartiments de recyclage. De 
nombreuses études ont par la suite identifié les diverses molécules et 
mécanismes responsables de cette polarisation.
Molécules impliquées dans la polarisation du MTOC:
La polarisation du MTOC dépend de la signalisation induite par le TCR. En effet, les 
molécules de la signalisation proximale du TCR ont été impliquées dans ce processus comme 
les kinases LCK/FYN (Tsun 2011), ZAP70 (Blanchard 2002) et les adaptateurs SLP-76 (Kuhne 
2003), LAT (Bunnel 2001). La polarisation du MTOC engendrée est aussi importante pour la 
signalisation du TCR, elle permettrait son maintien après la stimulation antigénique (Martin-
Cofreces 2008).
Des protéines comme PAR3 (par-3 family cell polarity regulator) et PAR-1B (Ser/Thr protein 
kinase PAR-1B) (déjà impliquées dans la polarisation des cellules épithéliales) seraient 
transloquées vers la synapse immunologique des LTc et joueraient un rôle dans la polarisation 
des LTc grâce à la distribution asymétrique de molécules importantes pour la polarisation des 
LTc. Des défauts en PAR3 et PAR-1B conduisent en effet à des défauts de polarisation de la 
cellule et du MTOC (Ludford-Menting 2005; Lin 2009).
Un autre composant de la signalisation du TCR important pour la polarisation du centrosome 
est l’accumulation de DAG au centre de la synapse. DAG est un second messager lipidique 
généré par PLC�1 suite à l’activation du TCR et qui permettrait le recrutement de dynéines 
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Figure 22: Immunofluorescence 
d’un LTc et de sa cible montrant 
la  polarisation  du  MTOC  en 
direction  de  la  zone  de  contact 
(Geiger 1982)
nécessaires à la polarisation du MTOC grâce au recrutement et à l’activation de proteines 
kinases C (Quann 2009; Liu 2013). L’implication des dynéines dans le processus de 
translocation du MTOC à fait l’objet de nombreuses études. En effet, d’autres équipes ont pu 
démontrer que la protéine du signalosome ADAP est impliquée dans le recrutement des 
dynéines au niveau de la synapse et sans ADAP un défaut de polarisation du MTOC est 
observé (Comb 2006). Effectivement, les dynéines qui s’accumuleraient au niveau de la 
synapse génèreraient des tensions qui permettraient au MTOC de se polariser (Martin-
Cofreces 2008). 
D’autres forces motrices ont été impliquées dans ce mécanisme de translocation et notamment 
la myosine II (non musculaire) qui est elle aussi recrutée par DAG. Ces mouvements seraient 
donc le fruit d’une collaboration entre ces deux moteurs: Les dynéines génèreraient un 
mouvement de traction du MTOC en direction de la synapse et les myosines, situées derrière 
le MTOC, le pousserait par le biais des interactions existantes entre le réseau d’actine et de 
microtubules (Liu 2013).
L’EZRINE serait impliquée dans la polarisation du MTOC et dans l’intégrité du réseau par le 
biais de son interaction avec Dlg1 (Discs large scaffold protein 1). En effet ces deux protéines 
seraient nécessaires au positionnement des microtubules en périphérie de la synapse ce qui 
conduirait au rapprochement du MTOC à la synapse. L’EZRIN ne serait en revanche pas 
impliquée dans le remodelage du réseau d’actine (Lasserre 2010).
Lien existant entre le remodelage du réseau d’actine et de microtubules:
 Plusieurs équipes démontrent l’implication du réseau d’actine dans la polarisation du 
centrosome. En effet, la polarisation du centrosome commence uniquement une fois la 
délocalisation de l’actine effectuée (Ritter 2015)(Figure 23).
Les protéines permettant la polymérisation du réseau d’actine ont aussi été impliquées dans la 
polarisation du réseau de microtubules. C’est par exemple le cas de la protéine du 
signalosome VAV1 (Ardouin 2003) qui active les Rho GTPases RAC1 (Miletic 2009) et Cdc42 
(Stowers 1995) impliquées dans l’activation de WASp/WAVE2. Mais c’est aussi le cas des 
formines (protéines impliquées dans la nucléation des filaments d’actine) comme DIA1, 
FMNL1 (Gomez 2007) et INF2 (Andrès-Delgado 2012) qui sont activées par les Rho GTPases 
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Figure 23: Imagerie montrant la migration du centrosome (en rouge) suite à la déplétion de l’actine (en vert) du 
centre de la synapse (Ritter 2015).
RAC1 et Cdc42 (Andrès-Delgado 2013) et qui participent à la polarisation du MTOC en 
détyrosinant les microtubules. Effectivement la détyronisation des microtubules les rend plus 
résistants à la dépolymérisation ce qui conduit à une asymétrie du réseau de microtubules. 
Cette asymétrie pourrait aussi conduire à un recrutement différentiel de molécules se liant au 
réseau, ce qui permettrait la polarisation du MTOC. Pour exemple la kinesine-1 que nous 
avons étudiée interagit préférentiellement avec la tubuline détyrosinée (Dunn 2008).
Des molécules faisant le lien entre le réseau de microtubules et d’actine ont aussi été 
impliquées. C’est par exemple le cas de la protéine IQGAP1 qui s’associe aux extrémités 
positives des microtubules mais aussi à l’actine. Le réseau d’actine serait alors capable de 
tracter le réseau de microtubules lors de sa réorganisation (Stinchcombe 2006). En effet, la 
déplétion de IQGAP1 par shRNA (Short hairpin RNA) conduit à des défauts de polarisation du 
MTOC dans les cellules NK (Kanwar 2011). Néanmoins cette fonction de IQGAP1 reste 
controversée car une autre équipe montre que l’inhibition de IQGAP1 ne conduit pas à des 
défauts de polarisation du MTOC dans les LTc conjugués à des cellules présentatrices 
d’antigène (modèle murin déficient pour IQGAP1 / éventuelle compensation?) (Gorman 2012).
d) Le cSMAC:
Compte tenu du nombre de molécules de signalisation qui s’accumulent au niveau du 
cSMAC, comme les TCR,  il a d’abord été suggéré que cette région était la zone d’induction de la 
signalisation. Mais des études récentes ont pu démontrer que l’induction de la signalisation se 
faisait plutôt en périphérie, au niveau du pSMAC, et que le cSMAC serait un lieu d’arrêt de la 
signalisation voir de « downrégulation » de cette dernière. Le cSMAC est aussi l’endroit où de 
nombreux processus d’endocytose et d’exocytose vont avoir lieu avec un flux permanent de 
molécules régulatrices ou de signalisation.
Mise en place d’une zone riche en évènements d’endocytose et d’exocytose:
La polarisation du MTOC va permettre l’arrivée d’autres compartiments au niveau de la 
synapse immunologique, comme l’appareil de Golgi ou des compartiments de recyclage, ce qui 
facilite l’apport de nouvelles protéines synthétisées ou le recyclage des molécules déjà présentes. 
Ainsi, une région riche en synthèses et échanges se crée au niveau de cette zone déjà très 
dynamique.
Le trafic des molécules de signalisation: La reconnaissance de l’antigène par le TCR 
déclenche une cascade de signalisation qui met en jeu de nombreuses molécules. Ces molécules 
de signalisation, au départ cytosoliques, ont besoin d’être recrutées au niveau de la synapse 
immunologique pour permettre l’activation du LTc. Ainsi, tout un trafic se met en place afin 
d’assurer l’apport des molécules de signalisation à la synapse grâce à un pool de vésicules 
intracellulaires.
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La molécule LCK peut être transportée vers la synapse dans des endosomes de recyclage 
Rab11+. Ce transport serait régulé par la protéine Unc119 (Uncoordinated 119) qui régule 
l’activation et l’interaction de Rab11 avec la myosin 5B présente sur le réseau d’actine (Gorska 
2009). Le trafic de la molécule LCK en direction de la membrane plasmique est aussi orchestré par 
les protéines de transport MAL (MyD88-Adapter-Like) qui permettent tout comme Unc119 le 
transport de LCK du centrosome à la membrane plasmique (Anton 2011). Pour finir, la protéine 
FIP3 (Rab11 family interacting protein 3) permet cette fois-ci le transport de LCK en direction du 
centrosome pour qu’elle puisse être adréssée aux compartiments Rab11. En effet ce trafic serait 
médié par l’interaction de FIP3 avec Rab11 et les moteurs moléculaires de type dynéine (Bouchet 
2017).
La Rho-GTPase RAC1 est aussi transportée au niveau de la synapse immunologique, afin 
de jouer son rôle de régulateur du réseau d’actine, via des endosomes de recyclage Rab11 et ceci 
suite à l’intervention de FIP3 (Bouchet 2016).
 La molécule LAT est transportée au niveau de la synapse par le biais d’endosomes 
Rab27+Rab37+ et de la protéine R-SNARE VAMP7. Effectivement, en l’absence de VAMP7 on 
observe un défaut de recrutement de LAT et de sa phosphorylation (Larghi 2013).
Le trafic des molécules de TCR et la formation des microclusters: (Voir figure résumé 25)
Description des microclusters de TCR: Les microclusters de TCR ont été observés pour 
la première fois en 2000 grâce à la microscopie confocale (Krummel 2000). En effet, les molécules 
de TCR qui ont une faible affinité pour les complexes peptides/CMH se regroupent pour former 
des microclusters de TCR afin d’être plus sensibles aux faibles doses d’antigène (Schamel 2005). 
Ces microclusters, d’abord localisés en périphérie au niveau du dSMAC finissent par rejoindre le 
centre de la zone de contact et s’accumulent au niveau du cSMAC (Campi 2005). 
Accumulation des molécules de TCR à la synapse: Les TCR sont recrutés au niveau du 
cSMAC en deux temps. Avant la polarisation du MTOC on observe une première vague de 
molécules de TCR en direction du cSMAC (translocation latérale au sein de la membrane 
plasmique). Puis une fois le centrosome transloqué, on observe une seconde vague de molécules 
de TCR apportée par un pool de vésicules intracellulaires (Ritter 2015). Cette deuxième vague de 
TCR serait alors médiée par un trafic vésiculaire impliquant les endosomes de recyclage. En effet, 
les molécules de TCR sont en permanence internalisées pour être recyclées et réadréssées à la 
surface des cellules. Ainsi, lors d’un contact avec une cellule présentatrice d’antigène les TCR 
continuellement internalisés dans les endosomes de recyclage pourraient alors se polariser en 
direction de la synapse pour s’accumuler au niveau de la zone de contact (Das 2004). Les TCR 
recyclés peuvent emprunter deux voies: une boucle courte ou une boucle longue. En effet, les 
TCR recyclés sont adressés à des endosomes précoces Rab5 puis retournent soit directement à 
la membrane plasmique par l’intermédiaire de compartiments Rab4, soit transitent via ERC 
(endocytic recycling compartment: une série de tubules périnucléaires et de vésicules qui régulent 
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le recyclage de la membrane plasmique) et retournent en direction de la membrane plasmique par 
le biais d’endosomes de recyclage Rab11.
Les protéines impliquées dans la formation et le trafic des microclusters de TCR:
Le réseau de microtubules est important pour le trafic des microclusters. D’abord il permet 
l’apport du pool de vésicules transportant de nouvelles molécules de TCR (Das 2004) puis 
permet le mouvement des microclusters de la périphérie vers le cSMAC (Lasserre 2010) grâce 
à des moteurs moléculaires de type dynéine (Hashimoto-Tane 2011)(Figure 24).
Le réseau d’actine est aussi impliqué dans le transport des TCR au niveau de la synapse. Ce 
n’est qu’après la délocalisation de l’actine en périphérie que l’on observe l’accumulation de 
microclusters de molécules de TCR qui se concentrent au niveau du cSMAC (zone où l’actine 
s’est dépolymérisée) (Beemiller 2012). Ainsi, quand on traite les cellules à la latrinculine-A, un 
agent qui dépolymérise le réseau d’actine, on observe l’inhibition de la formation des 
microclusters de TCR (Campi 2005; Kaizuka 2007) et leur transport (Kaizuka 2007; Yi 2012). 
Concernant la myosine IIA, son implication dans ce processus est encore controversée. 
Certaines études lui accordent une fonction dans le transport des microclusters de TCR (Yi 
2012; Yu 2012) et d’autres non (Babich 2012; Beemiller 2012). Pour ces derniers seul le 
réseau d’actine serait impliqué dans ce processus.
Il est évident que l’absence des molécules impliquées dans la réorganisation des réseaux 
d’actine et de microtubules va aussi conduire à des défauts de transport des microclusters 
compte-tenu du fait que ce transport est assuré par le biais de ces deux réseaux. C’est par 
exemple le cas de la protéine EZRIN impliquée dans le remodelage des microtubules et dont 
l’absence conduit à des défauts de relocalisation des microclusters. Effectivement, ces derniers 
s’agrègent en périphérie sans effectuer de mouvement centripète en direction du centre de la 
synapse (Lasserre 2010).
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Figure 24: Imagerie montrant la translocation des microclusters de TCR le long des microtubules 
(HashimotTane 2011)
Pour finir, le transport des TCR est régulé par des protéines importantes pour le trafic 
vésiculaire comme les protéines Rab et SNARE. La protéine Rab35 colocalise avec les 
molécules de TCR (au niveau du MTOC) et participe à leur transport en direction de la synapse 
(Patino-Lopez 2008). La protéine Rab29 en s’associant à Rab11 contrôlerait le trafic des 
molécules de TCR grâce à un recyclage dépendant des microtubules et des dynéines. En effet, 
Rab29 est capable d’interagir avec les dynéines pour permettre le transport des endosomes de 
recyclage en direction du MTOC (Onnis 2015). La protéine VAMP7, en plus de transporter LAT 
(Larghi 2013), serait aussi capable de transporter les TCR au niveau de la synapse (Soares 
2013). La protéine Rab8 contrôlerait les étapes d’arrimage et de fusion des vésicules 
contenant le TCR en recrutant la R-SNARE VAMP-3 (Finetti 2015). Pour finir, le relargage des 
vésicules contenant les molécules de TCR et LAT serait aussi régulé par le senseur calcique 
Synaptotagmine-7 (Soares 2013).  
Les protéines IFT (Intraflagellar transport) impliquées dans les transports au sein des cils 
seraient impliquées dans le transport des molécules de TCR. C’est notamment le cas de IFT20 
qui en formant un complexe avec Rab5 au niveau des endosomes précoces permettrait le 
trafic du TCR vers les endosomes de recyclage (Finetti 2014). 
Ainsi les réseaux d’actine/microtubules et leurs protéines associées (moteurs moléculaires ou 
protéines régulatrices) mais aussi les protéines impliquées dans les trafics vésiculaires seraient 
nécessaires à l’accumulation des molécules de TCR au niveau de la synapse (Figure 25). 
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Figure 25: Schéma récapitulatif de la machinerie de transport du TCR
Rab5
TCR
Rab11
Rab4
Endosomes 
précoces
Endosomes de 
recyclage
Réseau d’actine
Réseau de 
microtubule
Dynéine
Translocation 
latérale des TCR
Recyclage des TCR et 
polarisation en 
direction de la synapse
IFT20
Rab29
Rab35
Rab8
VAMP-3
VAMP-7
123
456
SYT7
Le cSMAC: une zone importante pour la « downregulation » et le maintient de la signalisation et 
non pour son initiation
Le cSMAC ne serait pas le lieu où s’initie la signalisation. En effet, on observe une forte 
phosphorylation de LCK et ZAP-70 bien avant la formation du cSMAC. Ainsi l’activation du LTc 
commencerait bien avant la formation de la synapse immunologique (Lee 2002). 
Le cSMAC jouerait alors un rôle dans la « downregulation » de la signalisation:
Les molécules de TCR pourraient être dégradées au niveau du cSMAC. En effet, les TCR 
pourraient être ubiquitynylés puis pris en charge par une voie de dégradation lysosomale 
impliquant des corps multivesiculaires enrichis en lipide LBPA (lysobisphosphatidic acid). 
Effectivement, LBPA est nécessaire pour la dégradation de protéines membranaires (Matsuo 
2004) et son accumulation est uniquement observée au niveau du cSMAC de la synapse 
immunologique (Varma 2006). De plus, l’ubiquitinylation des TCR se ferait grâce à 
l’intervention de la famille des ubiquitines ligases E3 CbI (Lee 2003) et la reconnaissance des 
TCR ubiquitynylés pour leur adressage aux corps multivesiculaires par l’intermédiaire d’un 
membre de la machinerie ESCRT (complexe impliqué dans la biogenèse des granules): 
TSG101 (Tumor susceptibility gene 101) (protéine importante pour le bourgeonnement et la 
scission de vésicules membranaires) (Vardhana 2010).
La protéine CD2AP (CD2-associated protein) est une protéine connue pour se lier à l’actine et 
réguler l’endocytose des récepteurs en surface. Cette protéine pourrait donc induire 
l’endocytose puis la dégradation des molécules de TCR au niveau du cSMAC (Lee 2003).
TSG101 pourrait participer à un autre mécanisme de « downregulation ». En effet, les 
molécules de TCR s’accumuleraient au niveau du cSMAC dans des microvésicules. Ces 
microvésicules formées grâce à TSG101 bourgeonneraient du cSMAC et seraient capables 
d’être relarguées (via VPS4 (vacuolar protein sorting 4)) au niveau de la synapse. Ces 
microvésicules seraient alors capables d’aller reconnaître les complexes peptides/CMH 
(Chouduri 2014).
Le cSMAC jouerait alors un rôle dans le maintient du signal d’activation:
Néanmoins le cSMAc semble aussi être une zone importante pour le maintient de la 
stimulation. En effet, les microclusters de TCR associés aux molécules de co-stimulation, comme 
CD28, sont transportés et s’accumulent au niveau du cSMAC. Une fois arrivés au niveau du 
cSMAC, les molécules de co-stimulation se détachent des microclusters de TCR pour aller former 
des « compartiments de co-stimulation ». Ces zones pourraient alors permettre le maintient de la 
stimulation dans le temps (Yokosuka 2008). 
e) Le pSMAC:
Le pSMAC: une zone où se concentre les molécules d’adhésion
!52
Le pSMAC est une zone où se concentrent des molécules d’adhésion qui vont permettre le 
rapprochement entre le LTc et sa cellule cible et ainsi délimiter une fente synaptique où seront 
sécrétés les granules lytiques. Les molécules d’adhésion d’abord présentes au niveau de toute la 
zone d’interaction vont se retrouver délocalisées en périphérie au niveau du pSMAC suite à la 
polarisation du MTOC pour permettre la délimitation de cette fente synaptique. 
En effet, suite au contact entre un LTc et une cellule présentatrice d’antigène, on observe un 
recrutement des protéines TALIN et intégrines LFA-1 au niveau de la zone d’interaction (Monks 
1998). Puis après polarisation du MTOC, les protéines TALIN et LFA-1 migrent vers la 
périphérie pour former un anneau, le pSMAC (Stinchcombe 2001). Les molécules d’adhesion 
LFA-1 vont ensuite aller interagir avec les intégrines ICAM-1 présentes sur la cellule 
présentatrice d’antigène ce qui permet l’établissement et le maintient d’un contact stable entre 
le LTc et sa cible. 
Le transport et l’activation des molécules d’adhésion: Le flux d’actine permet le maintien 
des molécules d’adhésion, comme LFA-1, en périphérie au niveau du pSMAC. Il se révèle aussi 
nécessaire à l’activation de LFA-1. En effet, LFA-1 peut interagir avec le réseau d’actine par le 
biais de protéines de liaison comme TALINE et les forces générées par le flux d’actine permettent 
de maintenir LFA-1 dans une conformation active (conformation allongée et ouverte) nécessaire à 
son interaction avec ICAM-1. L’immobilisation des molécules ICAM-1 est aussi nécessaire à ce 
changement de conformation par la génération de forces de résistances supplémentaires (Comrie 
2015). Ainsi la cellule présentatrice d’antigène, en régulant la mobilité de ces molécules d’adhésion 
ICAM-1 via son cytosquelette, pourrait réguler la force d’interaction générée entre elle et le LTc. 
Pour finir, la myosine II serait aussi impliquée dans le recrutement en périphérie et l’activation de 
LFA-1 (Yi 2012; Comrie 2015). D’une manière générale les forces générées par ces flux d’actine 
pourraient conduire à l’activation des molécules mécanosensibles situées au niveau de la 
synapse. 
Le pSMAC: une zone qui permet le maintien de la signalisation
Les molécules de signalisation comme ZAP70, LAT et SLP-76 colocalisent avec les 
microclusters de TCR pour former ce qu’on appelle des microclusters de signalisation. Ils sont 
générés en périphérie au niveau du pSMAC puis migrent vers le cSMAC où la signalisation 
s’arrête. A noter que toutes les protéines de signalisation associées ne suivent pas ce mouvement. 
En effet, on observe une progressive dissociation des molécules de signalisation, comme Zap70 et 
SLP-76, au cours de leur migration vers le cSMAC (mécanisme encore inconnu) (Yokosuka 2005)
(Lasserre 2010). De plus, la formation et le transport vers le cSMAC de ces microclusters de 
signalisation ont lieu de manière continue afin de maintenir la signalisation du TCR (Yokosuka 
2005).
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f) Le domaine de sécrétion des granules lytiques
La polarisation des granules lytiques:
L’importance du réseau de microtubules dans la sécrétion des granules lytiques a été 
démontrée en 1984 où un traitement des LTc au nocodazole empêchait la polarisation et la 
sécrétion des granules lytiques (Kupfer 1984). 
La polarisation des granules lytiques s’effectue en deux temps: Tout d’abord les granules 
viennent s’accumuler autour du centrosome suite à l’activation du TCR et ce premier mouvement 
rétrograde des granules serait assuré par des moteurs moléculaires de type dynéine (Mentlik 
2010) qui interagiraient avec le complexe Rab7/RILP (Rab-interacting lysosomal protein). En effet, 
Rab7 et RILP sont colocalisés et interagissent au niveau des granules lytiques. De plus l’inhibition 
de Rab7 conduit à des défauts de sécrétion des granules lytiques et l’inhibition de RILP à des 
défauts de recrutement des dynéines au niveau des granules (Daniele 2011). Pour finir, les 
granules vont se polariser en direction de la synapse grâce au réseau de microtubules.
Le mécanisme de transport et de relargage des granules: un sujet à controverse:
Une première théorie suppose que les granules sont délivrés à la membrane plasmique suite 
à la polarisation du MTOC et aux contacts transitoires qui s’établissent entre le MTOC et la 
membrane. Du fait de la proximité du MTOC avec la membrane plasmique les granules 
pourraient en effet être capables de fusionner directement avec la membrane (Stinchcombe 
2006).
Une deuxième théorie suppose que ce transport terminal du granule lytique se ferait grâce à 
des moteurs moléculaires de type kinésine (Burkhardt 1993; Kurowska et al, 2012). Cette 
seconde théorie, soutenue par notre laboratoire, sera traitée plus en détail dans la suite de 
l’introduction.
L’implication de la polarisation du MTOC dans le transport terminal des granules lytiques 
est un autre sujet de controverse. En effet, les processus de polarisation du MTOC et des granules 
lytiques emploient des mécanismes différents. Par exemple la polarisation du MTOC serait 
dépendante de DAG et indépendante de flux calcique (Quann 2009) alors que la polarisation des 
granules serait dépendante du calcium (De Saint-Basile 2010). De plus, plusieurs études 
démontrent que le relargage des granules lytiques peut avoir lieu en l’absence d’une polarisation 
du MTOC. En effet, une étude a pu démontrer que l’on observait une sécrétion des granules avant 
la polarisation du MTOC et que le blocage du MTOC n’inhibait pas les capacités de lyse des LTc 
(Bertrand 2013; Beal 2009). Ainsi, l’implication de la polarisation du MTOC dans le transport des 
granules lytiques est encore controversée.
Pour finir, plusieurs équipes démontrent que la voie de sécrétion empruntée par les 
granules lytiques serait dépendante de la force du signal induit par le TCR (Beal 2009; Jenkins 
2009). En effet, deux voies pourraient être empruntées par les granules lytiques selon l’intensité du 
signal d’activation: une voie courte et une voie longue. Un fort signal conduirait à une polarisation 
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des granules au niveau du centrosome puis à une polarisation du MTOC en direction de la 
synapse, les granules seraient alors directement adressés au cSMAC (voie rapide). Alors qu’un 
faible signal serait capable d’induire la polarisation du MTOC mais incapable d’induire le 
recrutement des granules au niveau du centrosome. Les granules seraient en fait recrutés au 
niveau du pSMAC puis rejoindraient la zone de sécrétion (cSMAC) probablement via le réseau de 
microtubules (Voie longue). A noter que la voie courte conduirait à une lyse des cellules cibles plus 
efficace que la voie longue (Beal 2009).
Le mécanisme qui conduit au transport des granules lytiques est encore controversé. 
Néanmoins dans tous les cas, les granules vont être par la suite amenés à fusionner avec la 
membrane plasmique et être sécrétés dans une zone située entre le cSMAC et le pSMAC (région 
pauvre en actine) que l’on appelle le domaine de sécrétion (Stinchcombe 2001). Le relargage des 
granules dans la fente synaptique conduira finalement à la lyse de la cellule cible par l’action des 
protéines lytiques (perforine et granzymes). Toute la machinerie impliquée dans l’exocytose des 
granules lytiques sera présentée dans la partie B qui suit.
Les capacités de lyse des LTc:
Les LTc seraient capables de lyser plusieurs cellules cibles. En effet, les évènements 
d’exocytose des granules lytiques ne perturberaient pas l’organisation de la synapse. Ainsi, la 
signalisation serait maintenue même après la sécrétion des granules, ce qui permettrait de 
synthétiser de nouvelles protéines lytiques pour recréer un pool de granules (Stinchcombe 2001). 
La synapse mature initialement créée serait même conservée une fois la cellule cible tuée pour 
entretenir l’activation du LTc afin qu’il soit prêt pour cibler d’autres cellules (Wiedmann 2006). 
De plus, le LTc ne va pas relarguer tout son pool de granules sur une seule cible mais va 
distribuer et relarguer une quantité limitée de granules, suffisante pour tuer la cellules cible, et ainsi 
tuer plusieurs cellules (Stinchcombe 2001). Les LTc pourraient aussi être capables de tuer 
plusieurs cibles en même temps en adressant leurs granules vers différents sites de sécrétion 
(Wiedmann 2006). Cette dernière étude est en contradiction avec les études qui démontrent que la 
sécrétion des granules lytiques nécessiterait la mise en place d’une synapse avec tous les 
évènements associés (polarisation du MTOC, dépolymérisation actine, etc…) Il existe donc peut-
être plusieurs mécanismes de sécrétion l’un nécessitant la formation d’une synapse est l’autre 
permettant la sécrétion vers d’autres cellules cibles sans formation de synapse.
Concernant le choix de la cellule à cibler l’étude de Wiedmann de 2006 démontre que le 
LTc choisit une cible qui lui fournira la meilleure stimulation antigénique mais que les autres 
cellules qui viennent à son contact, même si elles ne présentent pas un fort potentiel antigénique, 
seront quand même lysées par le LTc. La lyse se ferait alors de manière non sélective. La synapse 
dit lytique et la synapse dit activatrice seraient alors dissociées (Wiedmann 2006). L’étude de 
Jenkins de 2009 au contraire propose que les LTc sonderaient les cellules cibles et ne 
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relargueraient leurs granules que face à une cellule cible qui présente un signal assez fort (Jenkins 
2009). Il existe donc des controverses quand au mode de selection des cellules cibles par les LTc.
B- Le Syndrome hémophagocytaire: Découverte des acteurs clés de la 
machinerie d’exocytose des granules lytiques
1- Les différents syndromes hémophagocytaires découverts:
Chez l’homme, un défaut d’activité cytotoxique dépendante des granules lytiques est associé 
à différentes pathologies immunitaires d’origine héréditaire. Toutes ces affections sont 
caractérisées par l’apparition d’un syndrome hémophagocytaire (SH) dès les premières années 
de vie. Le SH souvent déclenché par une infection virale conduit à une réponse immune exagérée 
et mal contrôlée. 
On observe une prolifération polyclonale et une hyper-activation des LT (surtout les LTc) qui 
sécrètent alors de grandes quantités d’IFN-Ɣ. L’IFN-Ɣ sécrété induit par la suite l’activation des 
macrophages qui commencent à phagocyter spontanément les cellules sanguines 
(hémophagocytose). Les LTc et macrophages activés prolifèrent et finissent par envahir 
progressivement les organes comme la rate, le foie, le système nerveux central ou la moelle 
osseuse. Ils sécrètent alors de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNF-⍺, 
IFN-Ɣ, IL-1β) ce qui conduit à une inflammation multisystémique qui aboutit à la nécrose des tissus 
et au décès des patients, si ces derniers ne sont pas traités par des immunosupresseurs. 
L’identification des causes moléculaires conduisant à cette pathologie immunitaire a permis 
de caractériser les acteurs clés impliqués dans cette voie de sécrétion (Figure 26).
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Figure 26: Schéma récapitulatif des différents syndromes hémophagocytaires découverts
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La protéine Lyst (lysosomal trafficking regulator): Le syndrome de Chediak-Higashi dont 
la mutation touche le gène Lyst est caractérisé par un albinisme et un défaut de cytotoxicité des 
cellules LTc et NK (Barbaso 1997). La protéine Lyst serait impliquée dans la biogénèse des 
granules lytiques (Stinchcombe 2000).
La perforine: Le FHL de type 2 induit par la mutation de Prf1 a été identifiée en 1999 (Stepp 
1999). Les LTc et NK de ces patients ont un défaut total de cytotoxicité. Ce qui démontre encore 
une fois l’importance de la perforine dans le mécanisme de lyse des cellules cibles précédemment 
exposé.
La protéine Rab27a: Le syndrome de Griscelli, caractérisé par un albinisme et un défaut de 
cytotoxicité des cellules LTc et NK, est dû à une mutation dans le gène codant pour la protéine 
Rab27a (Menasche 2000). L’équivalent murin est le modèle de la souris ashen, un mutant naturel 
du gène codant pour Rab27a (Wilson 2000). La protéine Rab27a serait impliquée dans le transport 
des mélanosomes au niveau des mélanocytes (vu précédemment dans la partie I) mais aussi dans 
le transport terminal du granule lytique et dans son arrimage à la membrane plasmique 
(Stinchcombe 2001; Kurowska 2012).
La protéine Munc13-4: Le FHL de type 3 induit par la mutation de Unc13-D, qui code pour 
la protéine Munc13-4, a été identifiée dans des patients atteint de FHL en 2003 (Feldmann 2003). 
L’absence de Munc13-4 dans les LTc et cellules NK de patients conduit à un défaut de sécrétion 
des granules lytiques. Effectivment, les granules lytiques sont capables de se polariser et de 
s’ancrer à la membrane plasmique mais ne fusionnent pas avec cette dernière (Feldmann 2003).
La protéine syntaxine 11: Le FHL de type 4 découvert en 2005 est caractérisé par une 
mutation dans le gène Stx11 (Zur Stadt 2005) et conduit à un défaut de sécrétion des granules 
lytiques (Brycesson 2007). En effet, STX11 interviendrait dans le mécanisme de fusion des 
granules lytiques avec la membrane plasmique (Muller 2014). 
La protéine Munc18-2: Le FHL de type 5 découvert en 2009 est caractérisé par une 
mutation dans le gène Munc18-2. Munc18-2 en interagissant avec STX11 serait aussi impliqué 
dans le mécanisme de fusion des granules lytiques (Cote 2009; Zur Stadt 2009).
2- Le mécanisme de sécrétion des granules lytiques: (Voir figure résumé 28)
a) La formation des granules lytiques: implication de Lyst et Munc13-4
La protéine Lyst est une protéine cytoplasmique non associée aux membranes ou à d’autres 
compartiments. La mutation de Lyst conduit à la formation de lysosomes géants qui se 
«  clusterisent  » autour du noyau. Au contraire quand on surexprime Lyst, on observe des 
lysosomes anormalement petits qui se localisent à la périphérie des cellules. Lyst serait donc 
impliquée dans la régulation de la fission des lysosomes (Perou 1997). Dans les LTc, on observe la 
formation d’énormes granules lytiques (2 ou 3 granules géants) qui finissent par s’arrimer à la 
synapse immunologique de part leur grosseur mais qui ne seront pas sécrétés. La formation de 
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ces lysosomes géants est engendrée par des évènements de fusion entre les lysosomes de 
sécrétion. Ces évènements ont lieu continuellement au sein des cellules pour permettre des 
échanges  entre ces compartiments. Cependant ici, il semblerait que les évènements de fission qui 
conduisent à leur séparation soient altérés, aboutissant ainsi à la formation de granules géants 
(Perou 1997; Stinchcombe 2000). De plus, une étude récente réalisée au sein de notre équipe a 
pu apporter des précisions quand à la nature de ces granules géants. Ces granules géants se 
seraient formés via la fusion d’endosomes de recyclage (Rab11) et d’endosomes tardifs (Rab7/ 
Rab27) alors que les endosomes précoces (EEA1) ne fusionnent pas avec ce compartiment. Lyst 
interviendrait donc dans la maturation terminale du granule lytique. De plus, la formation de ce 
compartiment empêcherait les effecteurs de l’exocytose comme Munc13-4, Rab27a et Slp3 
d’assurer leurs fonctions (leur localisation étant altérée) (Sepulveda 2015). 
La protéine Munc13-4 serait aussi impliquée dans la formation du granule lytique. Elle 
permettrait en effet la fusion entre les endosomes de recyclage et les endosomes tardifs 
conduisant à la formation d’une vésicule d’exocytose qui fusionnera avec les compartiments 
lysosomaux contenant la perforine (Menager 2007)(Voies de biogenèses décrites précédemment).
b) Le transport terminal et l’arrimage des granules: Rab27a et Munc13-4?
Les granules qui contiennent les enzymes lytiques perforine et granzymes vont se polariser 
en direction de la synapse immunologique puis s’ancrer à la membrane plasmique par le biais de 
la molécule Rab27a. 
Le syndrome de Griscelli du à la mutation de Rab27a chez l’homme (Menasche 2000) et la 
souris ashen (Wilson 2000) conduit à un albinisme et à un défaut de cytotoxicité des LTc et cellules 
NK. En effet, des études de microscopie électronique ont pu démontrer que les granules lytiques, 
en l’absence de Rab27a, étaient capables de se polariser en direction de la synapse mais en 
revanche n’étaient pas capables de s’arrimer à la membrane pour être sécrétés (Stinchcombe 
2001; Feldmann 2003)(Figure 27).
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Figure 27: Microscopie électronique montrant un arrimage normal des granules lytiques (LG) 
dans les CTL déficients en Munc18-2 (Gauche) et un défaut d’arrimage des granules lytiques 
dans les CTL déficients en Rab27a (Droite) (Feldmann 2003)
Plusieurs familles de molécules interagissant avec Rab27a ont été décrites: les protéines 
Slp, la famille des protéines SLAC2 (Slp homolog lacking C2 domain) et les protéines RBD (Rab3 
binding domain). Toutes ces protéines ont la particularité de posséder un domaine SHD (SLP 
homology domain) en N-ter impliqué dans leur interaction avec Rab27a (sous sa forme GTP) 
(Wang 1999; Fukuda 2001; Kuroda 2002). La protéine Munc13-4, qui n’appartient pas à ces 
familles de protéines, peut elle aussi interagir avec Rab27a grâce à sa partie N-ter (Menager 
2007). Par le biais des interactions avec ces différentes protéines, Rab27a va alors pouvoir 
assurer des fonctions variées.
Rab27a serait d’abord impliquée dans le transport terminal du granule lytique grâce à Slp3 
et la kinésine-1 (détails plus loin dans la partie 3b) (Kurowska 2012) puis dans l’ancrage à la 
membrane plasmique. Cet ancrage serait réalisé grâce différents membres de la famille Slp: Slp1, 
Slp2a, et Slp3 qui possèdent des domaines C2 capables de fixer les phospholipides 
membranaires. En effet, l’inactivation de ces trois protéines conduit à des défauts d’arrimage et de 
sécrétion des granules lytiques. A noter que la compensation est possible entre ces partenaires 
(Ménasché 2008; Holt 2008). Selon une étude réalisée en 2003, la protéine Munc13-4, un autre 
partenaire de Rab27a, ne serait pas impliquée dans ces évènements d’arrimage mais 
interviendrait dans le mécanisme de fusion des granules lytiques (Feldmann 2003)(Figure 27). 
Néanmoins une étude réalisée en 2011 indique le contraire, en démontrant que l’interaction entre 
Munc13-4 et Rab27a serait essentielle à l’arrimage des granules à la synapse (Elstak 2011). Son 
implication dans l’arrimage du granule est donc encore controversée.
c) La fusion des granules: Munc13-4, Munc18-2 , STX11
La fusion des granules lytiques avec la membrane plasmique pourrait être médiée par la 
protéine Munc13-4 en induisant l’activation de la molécule STX11 (une t-SNARE). STX11 
passerait d’une conformation dite fermée à une conformation dite ouverte grâce à l’action de 
Munc13-4 sur Munc18-2. En effet le mécanisme déjà décrit au niveau de la synapse du neurone 
(dans la partie I de l’introduction) pourrait s’appliquer ici au niveau des LTc. En effet, Munc13-4 est 
capable d’interagir avec les protéines SNARE, grâce à ses domaines C2A et C2B régulés par 
l’action du calcium, et de médier la formation du complexe SNARE nécessaire à la fusion des 
granules lytiques avec la membrane plasmique (Boswell 2012). La molécule Munc18-2 est, elle 
aussi, capable d’interagir avec le domaine Habc et le peptide N-ter de la molécule STX11 pour 
médier la fusion du granule avec la membrane plasmique (Hackmann 2013). Cette interaction 
entre Munc18-2 et STX11 serait aussi nécessaire à l’expression de STX11 (Cote 2009). En effet 
une mutation dans la partie Habc de STX11 qui induit une perte d’interaction entre Munc18-2 et 
STX11, conduit à un défaut de stabilité de la protéine STX11 et à des défauts de dégranulation 
(comme au niveau neuronal) (Muller 2014). STX11 serait ainsi la Q-SNARE importante pour les 
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mécanismes de fusion des granules lytiques. En effet, les granules lytiques sont transportés et 
fusionnent uniquement là où les clusters de STX11 se sont préalablement formés (Halimani 2014).
Concernant les autres SNARE qui interagissent avec STX11: 
Aucune R-SNARE n’a pour le moment était clairement identifiée même si les protéines 
VAMP8, VAMP7, VAMP3, VAMP4 et VAMP2 sont des candidats potentiels. Néanmoins VAMP7 
étant déjà impliqué dans le transport de LAT et des TCR au niveau de la synapse (Larghi 2013; 
Soares 2013), le défaut de cytotoxicité observé en l’absence de VAMP7 pourrait s’expliquer par un 
défaut de signalisation et non par un défaut de formation du complexe SNARE. De même pour 
VAMP3 qui a été impliqué dans le transport des TCR (Finetti 2015). VAMP8 ne serait pas 
impliquée dans la formation du complexe SNARE même si sa délétion conduit à des défauts de 
cytotoxicité dans les LTc (Loo 2009) car elle n’interagit pas avec STX11 (Halimani 2014). 
Cependant, elle serait impliquée dans le transport de STX11 au niveau de la membrane 
plasmique. STX11 serait en effet localisée dans des endosomes de recyclage Rab11+ et VAMP8+ 
(comme CD3) et serait recrutée au niveau de la membrane plasmique pour former la plateforme 
d’arrimage des granules lytiques par le biais de ces endosomes (Halimani 2014; Marsahll 2015). 
Concernant VAMP2 une étude réalisée en 2013 démontre que VAMP3, VAMP4 et VAMP7 ne 
colocaliseraient pas avec les granules lytiques (Granzyme B+). Dans les LTc seul VAMP2 serait 
associé aux granules lytiques (Matti 2013). Ces résultats sont en contradiction avec une étude de 
2011 qui démontre que VAMP7 et VAMP4 (seulement sous-certaines conditions) colocalisent avec 
les granules lytiques (Perforine+) dans les cellules NK (Krzewski 2011). Néanmoins VAMP4 est 
aussi impliquée dans la maturation des vésicules au niveau du réseau trans-golgien (Steegmaier 
1999). VAMP4 pourrait donc intervenir dans les étapes de maturation du granule lytique, ce qui 
expliquerait les défauts de cytotoxicité observés. Un bon candidat en tant que R-SNARE pour la 
sécrétion des granules lytiques pourrait donc être VAMP2 (Matti 2013). Ceci est d’autant plus 
plausible qu’une interaction entre VAMP2 et STX11 a déjà été démontrée (Valdez 1999).  
Dans cette même dernière étude les auteurs identifient la protéine SNAP-23 comme une Q-
SNARE capable d’interagir avec STX11 et qui pourrait donc être impliquée dans la formation de ce 
complexe SNARE (Valdez 1999). 
Autres protéines impliquées: Les protéines Rab3 et complexine qui sont connues pour 
réguler la sécrétion des vésicules synaptiques (vu précédemment dans la partie I de l’introduction) 
n’ont pour le moment pas été impliquées dans la sécrétion des granules lytiques. Néanmoins 
concernant les Synaptotagmines, il semblerait que la synaptotagmine-7, qui est exprimée dans 
les LTc après activation, puisse réguler leur cytotoxicité. En effet, l’absence de cette 
synaptotagmine conduirait à des défauts de cytotoxicité des LTc in vitro et in vivo mais 
n’influencerait pas la prolifération, la production de cytokines et la polarisation des granules 
(Fowler 2007). A noter que la Synaptotagmine-7 est aussi importante pour le transport de LAT et 
des TCR au niveau de la synapse (Soares 2013). Il faudrait donc s’assurer que le défaut de 
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cytotoxicité observé ici ne soit pas dû à un défaut de signalisation du TCR mais bien à un défaut 
d’exocytose des granules lytiques (même s’il semblerait que la prolifération et sécrétion des 
cytokines ne soit pas affectée par l’absence de synaptotagmine-7)(Fowler 2007)(Figure 28). 
3- Un nouvel acteur dans la sécrétion des granules lytiques: la kinésine-1
Concernant le transport terminal du granule lytique en direction de la synapse, une étude 
réalisée par notre équipe a permis d’identifier la kinésine-1 (Kif5b, KLC1) comme moteur 
moléculaire capable de réguler ce transport terminal (Kurowska 2012).
a) Structure moléculaire de la kinésine-1:
La kinésine-1 est une protéine hétéro-tétramérique composée d’un homodimère de 
chaînes légères KLC (Kinesin light chain, 64 kDa) et d’un homodimère de chaînes lourdes KHC 
(Kinesin heavy chain, 120 kDa). Chez la souris la sous-unité KHC est codée par trois gènes Kif5a, 
Kif5b et Kif5c. Le gène Kif5b est exprimé de manière ubiquitaire (Gudkov 1994) alors que Kif5a et 
Kif5c sont retrouvés au niveau des cellules neuronales (Kanai 2000). La sous-unité KLC est codée 
par trois gènes KLC1, KLC2 et KLC3 mais KLC1 est l’isoforme majoritaire exprimé au niveau des 
LTc (Kurowska 2012) et mastocytes (Munoz 2016). 
La chaîne lourde de la kinésine-1 est composée d’un domaine moteur globulaire, d’un 
cou, d’une tige et d’une queue globulaire. Le domaine moteur contient le site de fixation à l’ATP et 
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Figure 28: Schéma récapitulatif du mécanisme d’exocytose des granules lytiques
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le site d’ancrage aux microtubules. Ce domaine hydrolyse l’ATP, convertissant ainsi l’énergie 
chimique en énergie motrice. La tige formée de domaines «coiled-coil» est nécessaire à la mise en 
place du mouvement et à la dimérisation de la kinésine-1. La chaîne légère (KLC) est composée 
de deux domaines. Un domaine N-ter qui interagit avec la tige de la chaîne lourde et un domaine 
C-ter connu pour interagir avec les cargos grâce à son domaine TPR (tetratricopeptide repeat). La 
chaîne légère de la kinésine-1 est donc capable de recruter les cargos mais la queue globulaire de 
la chaîne lourde en est aussi capable (Skoufias 1994)(Figure 29). 
b) Implication de la kinésine-1 dans le transport terminal des granules lytiques:
La kinésine-1 est capable de se lier à la GTPase Rab27. En effet une étude précédente 
réalisée en 2009 a permis de mettre en évidence une interaction entre Slp1/Rab27b et la 
kinésine-1 par le biais de la protéine CRMP2. Cette interaction serait nécessaire pour le transport 
antérograde des vésicules le long des axones neuronaux (Arimura 2009). Au niveau des LTc la 
kinésine-1 serait aussi capable de lier Rab27a par le biais cette fois-ci de la la protéine Slp3. En 
effet Rab27a interagit avec Slp3 (Fukuda 2002) et ce complexe serait capable de recruter la 
kinésine-1 pour réaliser le transport terminal du granule lytique en direction de la synapse. 
Effectivement, l’inactivation de Kif5b (utilisation d’un mutant dominant négatif) et/ou de Slp3 induit 
des défauts de sécrétion des granules lytiques sans interférer dans la polarisation du MTOC et des 
granules au niveau du MTOC (Kurowska 2012) (Figure 30A). 
Ainsi le transport terminal du granule serait réalisé en deux temps: les moteurs de type 
dynéine permettraient une première polarisation des granules en direction du MTOC, le MTOC se 
polariserait suite à l’activation du LTc puis la kinésine-1 interviendrait dans le transport terminal du 
granule pour son adressage à la synapse par l’intermédiaire de Rab27a/Slp3 (Figure 30B). 
c) Autres fonctions assurées par la kinésine-1:
Néanmoins le rôle de la kinésine-1 ne se restreint pas au transport des granules lytiques 
au niveau des LTc. En effet, un grand nombre d’études s’intéressent au rôle de la kinésine-1 dans 
de nombreux types cellulaires. Ainsi cette protéine joue un rôle important dans le développement 
et la fonctionnalité des neurones, elle permet le transport de nombreux organites ou molécules. De 
plus, elle intervient dans les mécanismes d’autophagie, dans le trafic endosomal mais aussi dans 
le transport de pathogènes ou de virus comme le VIH. Voici donc ci-dessous une liste non 
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Figure 29: Schéma de la structure de la kinésine-1
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exhaustive des diverses fonctions de la kinésine-1. 
La kinésine-1 intervient au niveau neuronal: Elle permet notamment le transport des 
récepteurs GABAA (Gamma-aminobutyric acid type A)(des inhibiteurs de la neurotransmission) à 
la surface des neurones en interagissant avec la protéine GABARAP (GABAAR-associated 
protein) (Nakajima 2012). Elle permet aussi le transport des récepteurs à la neurotrophine (Trk) 
impliqués dans la différenciation/élongation neuronale et dans la formation des axones. Le 
transport se fait via l’interaction entre la kinésine-1 et Trk par le biais du complexe Slp1/Rab27b/
CRMP2 (Arimura 2009). Elle intervient dans la mise en place de la polarisation du neurone. En 
effet, l’AMPK (AMP-activated protein kinase) est capable de phosphoryler la chaîne légère de la 
kinésine-1 pour induire la dissociation du complexe kinésine-1/PI3K (phosphoinositide 3-kinase). 
Cette localisation anormale de la PI3K induit alors des défauts de polarisation du neurone (Amato 
2012). 
En 1999, les premiers patients atteints d’une mutation dans le locus SP10 sont 
diagnostiqués et souffrent de paraplégie spastique 10 (SPG10) (Reid 1999). Un peu plus tard la 
même équipe découvre que la mutation touche le gène qui code pour la kinésine-1 (Kif5A) (Reid 
2002). Les paraplégies spastiques sont des maladies neurodégénératives caractérisées par des 
troubles de la marche (raideurs musculaires = spasticité) avec une perte de force des membres 
inférieurs. La SPG10 est caractérisée notamment par une neuropathie sensorimotrice. En 2012 
Karle et ses collègues, à l’aide de souris déficientes pour KIF5A, démontrent que la kinésine-1 
serait impliquée dans la survie et le développement des axones et dendrites des neurones 
moteurs en régulant le transport axonal des mitochondries. Son absence conduirait alors aux 
défauts observés chez les patients, à savoir une dégénérescence axonale qui affecte 
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Figure 30: A)Test de dégranulation (Shift de l’expression de CD107) dans des LTc transfectés avec la kinésine-1 
contrôle ou son dominant négatif (Kurowska 2012). B) Schéma récapitulatif du mécanisme de transport des granules 
lytiques à la synapse.
A B
principalement les axones les plus longs responsables de l’innervation des neurones moteurs des 
membres inférieurs (Karle 2012).
La kinésine-1 intervient dans les mécanismes d’autophagie: L’autophagie est une voie de 
dégradation biologique qui permet la séquestration et la dégradation des composants du 
cytoplasme ou d’organites au sein d’un autophagosome. La kinésine-1 participerait à ce processus 
en transportant les vacuoles autophagiques en direction de la périphérie (Fader 2012).
La kinésine-1 permet le transport de molécules: La kinésine-1 permet le transport du 
récepteur à la transferrine en direction de la périphérie en interagissant avec la molécule AP-1 
(activator protein 1) présente sur les endosomes de recyclage (Maritzen 2010). Elle pourrait être 
impliquée dans le transport des molécules SNARE au niveau de la membrane plasmique. En effet, 
la kinésine-1 est capable de se lier à SNAP-23 et SNAP-25 et permet leur recrutement en 
périphérie (Diefenback 2002; Morton 2010). Elle est aussi capable de transporter la STX1 au 
niveau des axones neuronaux via son interaction avec FEZ1 (Fasciculation and élongation protein 
zeta 1) (Chua 2012).
La kinésine-1 intervient dans le transport des organites: La kinésine-1 contrôle le 
positionnement des mitochondries en interagissant avec la protéine Miro (Mitochondrial Rho 
GTPase) par l’intermédiaire de la protéine adaptatrice Milton (Wang 2009) et des lysosomes par 
le biais d’Arl8b (ADP-ribosylation factor-like protein 8B), SKIP (SKI-interacting protein) et BORC 
au sein des cellules (Tanaka 1998; Campbell 2014; Farias 2017). Elle est impliquée dans le trafic 
des vésicules endosomales issues du réseau trans-golgien (Schmidt 2009) et notamment celui 
des endosomes de recyclage via AP-1 (Maritzen 2010) et des endosomes tardifs par le biais des 
protéines FYCO1 (Five and coiled-coil domain containing 1) et protrudine (Raidborg 2016). La 
kinésine-1 régule également le transport des mélanosomes dans les mélanocytes grâce à SKIP 
qui interagit avec Rab1A (Ishida 2015). Elle est aussi capable de moduler la localisation des 
composants nécessaires à l’assemblage des myofibrilles au niveau des cellules musculaires en 
interagissant avec la desmine (Wang 2013). Pour finir, elle permet la sécrétion d’insuline en 
contrôlant le transport des vésicules qui en contiennent au niveau des cellules β-pancréatiques 
(Cui 2011).
La kinésine-1 intervient lors d’infections: La kinésine-1 permet la dissémination du 
pathogène intracellulaire Salmonella en permettant le transport des vésicules contenant la 
bactérie vers la périphérie de la cellule puis vers les cellules voisines grâce à la protéine Arl8b 
(Kanjuk 2011). Elle est impliquée dans l’infection au VIH en permettant l’import nucléaire du virus 
par le biais de son interaction avec FEZ1 qui interagit avec la capside virale (Malikov 2015). La 
kinésine-1 permet également l’export des virions du virus de la Vaccine via son interaction avec la 
protéine virale F12 (Morgan 2010). Pour finir elle permet la dissémination du virus de Herpes 
Simplex 1 en le transportant le long des axones neuronaux par l’intermédiaire d’un protéine de 
l’enveloppe virale pUS9 (Diefenbach 2015).
!64
Chapitre III: Le mécanisme de sécrétion des LRO dans les 
mastocytes 
Les granules de secretion 
Dans cette troisième et dernière partie nous commencerons tout d’abord par une introduction 
généraliste sur les mastocytes (Différenciation, migration, maturation, médiateurs inflammatoires) 
avec une analyse plus détaillée des mécanismes d’activation et notamment de la voie FcεRI. Puis 
nous nous intéresserons aux voies d’activation et aux mécanismes qui conduisent à la sécrétion 
des granules de sécrétion (Rab, SNARE, cytosquelette, protéines régulatrices). Nous étudierons 
également brièvement les mécanismes qui conduisent à la sécrétion des cytokines mastocytaires.
A- Généralités sur les mastocytes murins:
Les mastocytes ont un rôle prépondérant dans les réponses immunitaires innées / 
adaptatives, l’inflammation et les réactions allergiques. Ils sont notamment impliqués dans la 
protection contre certains virus, bactéries, parasites et permettent une protection anti-venin. Ils 
sont retrouvés au sein de la plupart des tissus, en particulier ceux en relation directe avec 
l’environnement extérieur comme la peau, l’intestin et les poumons. Ils sont donc idéalement situés 
pour assurer la première ligne de défense de l’organisme. Malheureusement les mastocytes 
sont également impliqués dans plusieurs processus délétères tel que l’asthme, l’allergie et les 
mastocytoses. La compréhension de leur développement, physiologie et fonctionnement est donc 
nécessaire à la résolution de ces pathologies.
1-La différenciation des mastocytes: (Voir figure résumé 31)
a) Les mastocytes dérivent de progéniteurs hématopoïétiques présents au sein de la 
moelle osseuse:
Le récepteur Kit fortement exprimé par les cellules souches hématopoïétiques joue un rôle 
majeur dans l’hématopoïèse la gamétogénèse et la mélanogénèse (Besmer 1993). Les souris 
déficientes pour Kit (KIT Proto-Oncogene Receptor Tyrosine Kinase) (lignée W/WV -  mutation de la 
région à activité tyrosine kinase du récepteur) constituent de bons modèles d’étude pour le 
développement mastocytaire in vivo. En effet, la mutation de Kit conduit à l’absence de 
mastocytes en périphérie: les souris W/WV ne possèdent pas de mastocytes au niveau des 
poumons, des reins, de la peau, du thymus, du coeur, de la moelle osseuse, de la rate etc.. 
Cependant une transplantation de moelle osseuse contrôle dans une souris W/Wv irradiée 
augmente le nombre de mastocytes en périphérie (peau, estomac, caecum …) (Kitamura 1978). 
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Les mastocytes dérivent donc de progéniteurs hématopoïétiques multipotent (MPP) 
présents au sein de la moelle osseuse eux même dérivés de cellules souches hématopoïétiques 
(HSC).
Ces progéniteurs vont ensuite devenir des progéniteurs myéloïdes communs (CMP) puis 
des progéniteurs de granulocyte/monocyte (GMP) (Arinobu 2005) et enfin des progéniteurs de 
mastocyte (MCp). Ces MCp vont alors migrer en direction des tissus périphériques via la 
circulation sanguine sous forme de progéniteurs immatures Lyn- Sca-1- Ly6c- Kit+ FcεRI⍺- (Chen 
2005). 
Nous devons la découverte de ces MCp à l’équipe de Stephen J. Galli en 1996 (Rodewald 
1996) qui la décrit comme une population de cellules exprimant fortement Kit mais n’exprimant pas 
encore le récepteur de haute affinité pour les IgE FcεRI (High-affinity receptor for the Fc region of 
immunoglobulin E) à leur surface. Ces progéniteurs n’ont, de plus, pas la capacité de générer les 
autres populations immunitaires comme les macrophages, granulocytes, érythrocytes et 
lymphocytes in vitro. Mais part l’ajout d’IL3 et de SCF, ces précurseurs aboutissent à la formation 
de colonies mastocytaires. De même, le transfert de ces progéniteurs au sein d’une souris W/WV 
irradiée conduit à la reconstitution du pool mastocytaire (Rodewald 1996; Chen 2005).
b) Plusieurs théories pour expliquer l’origine des mastocytes:
Cependant plusieurs théories s’affrontent quand à l’origine des mastocytes. L’équipe de 
Stephen J.Galli pense que les mastocytes dérivent des CMP puis des MCp mais selon eux ils ne 
dériveraient pas des GMP. (Chen 2005; Franco 2010).
A contrario, l’équipe de Akashi pense que les mastocytes et les basophiles sont issus des 
GMP. Ils décrivent de plus, une nouvelle population de cellules progénitrices des mastocytes et 
basophiles, les BMCP. Ces BMCP seraient présents au niveau de la rate (Arinobu 2005; Arinobu 
2009). L’équipe de Galli en étudiant cette population a elle aussi démontré que les BMCP 
pouvaient se différencier en mastocyte mais pas en basophile (Mukai 2012).
L’équipe de Huang, quand à elle, identifie une nouvelle population de cellules progénitrices 
au niveau de la moelle et non au niveau de la rate. Cette nouvelle population serait une sous-
population de GMP plus mature qui aurait des facilités pour se différencier en mastocyte et 
basophile. Ils appellent ces cellules les pré-BMP (QI 2013) et proposent que les MCp dérivent de 
ces cellules. 
Ainsi, le processus de différenciation des mastocytes reste un mécanisme encore 
controversé dont l’étude tend à être approfondie dans les années à venir (Figure résumé 31).
c) Facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des mastocytes:
Concernant les facteurs de transcription qui régulent la différenciation des HSC en 
mastocytes: on retrouve Stat5, GATA-1 (GATA Binding Protein 1), GATA-2, GATA-3, MITF 
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(melanogenesis transcription factor), Hes-1 (Hes family BHLH transcription factor) et C/EBP⍺ 
(CCAAT/enhancer-binding protein alpha).
L’activation du facteur de transcription Stat5 par le SCF semble être essentielle à la survie 
des mastocytes, à leur prolifération mais aussi à leur développement. En effet, les souris 
déficientes pour Stat5 ne possèdent pas de mastocytes au sein de leurs tissus (peau, rate, 
estomac…). De plus, des souris W/WV irradiées puis transplantées avec de la moelle de souris 
déficientes pour Stat5 ne développent pas de mastocytes au niveau de leur cavité péritonéale 
après trois mois de reconstitution (Shelburne 2003). Stat5 est donc un composant essentiel de la 
signalisation SCF/Kit qui permet le développement mastocytaire. 
Stat5 aurait de plus un rôle dans la régulation positive de l’expression d’un autre facteur de 
transcription, GATA-2, qui aurait besoin d’être surexprimé pour permettre la différenciation des 
mastocytes (Li 2015).
Concernant GATA-2 et C/EBP⍺, Iwasaki et ses collègues ont démontré que pour induire le 
développement de mastocytes il fallait une « downregulation » de C/EBP⍺ avant la surexpression 
de GATA-2 (Iwasaki 2006). Ainsi l’ordre dans lequel sont exprimés ou réprimés c’est différents 
facteurs dicte le devenir des cellules. 
Hes-1 lui régule négativement la transcription de C/EBP⍺ et donc participe à sa 
« downrégulation » (Sakata-Yanagimoto 2008). 
L’équipe de Huang décrit elle aussi l’importance de la « downrégulation » de C/EBP⍺ mais 
aussi du facteur MITF dans la différenciation des pré-BMP en mastocytes et basophiles. En effet, 
selon eux si le facteur C/EBP⍺ est prépondérant («  downrégulation  » de MITF) la cellule 
progénitrice se différencierait en basophile alors que si c’est le facteur MITF qui est prépondérant 
(« downrégulation » de C/EBP⍺) la cellule progénitrice se différencierait en mastocyte (QI 2013) 
GATA1 quand à lui permet la maturation des MCp en mastocytes matures (Migliaccio 
2003)(Figure 31).
2- La migration des mastocytes:
La migration des mastocytes en direction de la périphérie se déroule de manière 
constitutive mais aussi lors de la réponse inflammatoire. Leur migration est permise grâce à 
l’attraction que peuvent avoir les mastocytes envers des molécules chimioattractives variées. Ces 
molécules sont retrouvées en circulation ou au niveau des sites de résidence / de recrutement des 
mastocytes et sont sécrétées par divers types cellulaires. La fixation de ces molécules sur les 
mastocytes au niveau de leurs récepteurs conduira à l’activation de différentes voies de 
signalisation qui permettront au mastocyte d’effectuer leur migration. Voici ci-dessous quelques 
exemples de molécules chimioattractives (les voies de signalisations associées ne seront ici pas 
abordées):
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Le SCF est un facteur de croissance des mastocytes qui permet leur différenciation, 
activation, proliferation et survie. De plus, c’est aussi un puissant chimioattractant sécrété par des 
types cellulaires variés comme les cellules endothéliales ou fibroblastes. En effet, en se fixant à 
son récepteur Kit, le SCF induit alors le recrutement des mastocytes en direction de la périphérie 
(Meininger 1992).
Les cytokines: comme l’IL-3 connue pour booster la prolifération des mastocytes est 
également impliquée dans leur migration (Matsura 1989). C’est aussi le cas des cytokines IL-9 
(Eller 2011), IL-8, (Nilsson 1999) ou encore TNF-⍺ (Brzezinska-Błaszczyk 2007) qui permettent le 
recrutement des mastocytes. Le TGF-β quant à lui, semble être l’un des plus puissant 
chimioattractant mastocytaire. Ainsi lors de pathologies induisant le relargage de TGF-β on 
observe une accumulation importante de mastocytes au sein des zones de sécrétion de la 
cytokine (Gruber 1994).
Les chimiokines: telles que MPC-1/CCL2, MIP-1⍺/CCL3, RANTES/CCL5, CX3CL1 
permettent le recrutement des mastocytes au sein des tissus (Taub 1995). Cette attraction est 
permise grâce à la présence des récepteurs aux chimiokines retrouvés à la surface des 
mastocytes comme CCR1/2/3/4/5, CXCR1/2, CXCR4, CX3CR1, etc… 
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Figure 31: Schéma récapitulatif des différentes hypothèses concernant la voie de 
différenciation  des mastocytes
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Les IgE et allergènes: les mastocytes naïfs sont attirés par les IgE qui se fixent sur leur 
récepteurs FcεRI (en l’absence d’allergène) et une fois sensibilisés aux IgE ils deviennent alors 
sensibles à l’attraction par les allergènes. Cette caractéristique permet donc un recrutement 
massif des mastocytes dans les tissus où l’IgE a été accumulée, par exemple, suite à une allergie 
(Kitaura 2005).
Les intégrines: comme l’⍺4β7 présente à la surface des mastocytes permet leur 
recrutement au niveau de l’intestin grêle en interagissant avec MAdCAM-1 (Mucosal addressin cell 
adhesion molecule-1) une glycoprotéine présente à la surface des cellules endothéliales de 
l’intestin grêle. En effet, la souris KO pour l’integrine α4β7 ne possède quasiment pas de 
mastocytes au niveau de l’intestin grêle alors qu’ils sont encore présents au niveau de la rate, 
moelle osseuse, gros intestin et poumons (Gurish 2001).
D’autres molécules: le facteur de croissance NGF (Nerve growth factor) en se fixant à son 
récepteur TrkA (Tropomyosin receptor kinase A) (Sawada 2000) et l’eotaxine en se fixant sur 
CCR3 (Woo 2002) permettent le chimiotactisme des mastocytes.
Une seconde vague de recrutement autocrine: Les mastocytes activés suite à un 
processus inflammatoire peuvent à leur tour sécréter des molécules chimioattractives comme, la 
sphingosine-1 phosphate (S1P), le leucotriène B4 (LTB4), la prostaglandine E2 (PGE2) 
(Weller 2005; Weller 2007; Jolly 2004). Cette dernière caractéristique permet ainsi un recrutement 
autocrine et donc un renouvellement permanent du pool mastocytaire présent en périphérie lors de 
processus inflammatoires.
3- Les médiateurs de l’inflammation:
Les mastocytes une fois activés entreprennent un relargage massif du contenu de leurs 
nombreux granules afin d’initier la réponse inflammatoire. Une étude récente de protéomique a 
permis d’identifier environ 700 protéines différentes relarguées par les mastocytes après leur 
activation via le récepteur FcεRI (Shubin 2016). De manière simplifiée, on retrouve au sein des 
granules mastocytaires des médiateurs déjà préformés et des médiateurs lipidiques bioactifs qui 
seront synthétisés suite au signal d’activation. Voici une liste non exhaustive des principaux 
constituants retrouvés au sein des granules mastocytaires et quelques-unes de leurs fonctions.
a) Les médiateurs préformés:
Parmi les médiateurs préformés on retrouve des amines biogènes comme l’histamine, la 
sérotonine et la dopamine mais aussi des protéases comme la tryptase, chymase, 
carboxypeptidase A3, cathepsine G, caspase 3 active et le granzyme B. On retrouve également 
des enzymes lysosomales comme la β-hexosaminidase et les cathepsines B/C/D/E/L. Des 
cytokines et facteurs de croissance sont aussi contenus dans les granules comme le TNF, TGF-
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β, l’IL-4 et les facteurs VEGF (Vascular endothelial growth factor) et NGF ainsi que des 
protéoglycanes comme l’héparine ou la serglycine.
Les protéoglycanes: Les protéoglycanes comme, l’héparine ou la serglycine, sont 
impliqués dans les mécanismes qui conduisent au « remplissage » des granules. Effectivement, ils 
vont permettre à certaines protéines (Protéases, amines biogènes) d’être adressées au niveau des 
granules (vu précédemment dans la partie I-B-2 de l’introduction). Ils peuvent aussi servir d’anti-
coagulants (Héparine), réguler les propriétés enzymatiques des protéases et induire l’apoptose 
des mastocytes (Melo 2011; Ronnberg 2012).
Les amines biogènes: L’histamine sécrétée par les mastocytes (Riley 1953) est capable 
de réguler la bronchoconstriction, la vasodilatation et la perméabilité vasculaire (Ashina 2015). 
Cette molécule permet donc de réguler le recrutement des autres cellules immunitaires. Par 
exemple, l’histamine est capable en cas d’infection par Escherichia Coli de bloquer l’influx des 
phagocytes comme les neutrophiles et macrophages ce qui ralentit la clairance de la bactérie (Hori 
2002). Elle est aussi impliquée dans le dialogue entre les mastocytes et les neurones (Bell 2015). 
La sérotonine et la dopamine: La dopamine est un neurotransmetteur qui peut agir de manière 
autocrine pour diminuer la prolifération et induire l’apoptose des mastocytes (Freeman 2001). Elle 
permet aussi aux mastocytes d’avoir un rôle immunosuppresseur sur les lymphocytes (Morikawa 
1994). La sérotonine, quand à elle, pourrait induire le recrutement autocrine des mastocytes sur le 
site de l’inflammation en se fixant à sont récepteur présent à leur surface (Kushnir-Sukkov 2006).
Les protéases: Les tryptases sécrétées par les mastocytes (Glenner 1960) peuvent avoir 
un effet protecteur ou délétère dans l’inflammation. Les tryptases prédominantes chez la souris 
sont la mMCP6 (mouse mast cell protéase 6), la mMCP7 et la �-tryptase. Elles sont notamment 
impliquées dans le recrutement des autres cellules immunitaires en clivant la molécule PAR2 
(Protease-activated receptor 2) exprimée à la surface des cellules endothéliales (Lindner 2000). Au 
niveau des cellules épithéliales, elles augmentent la sécrétion d’IL-8 et l’expression de ICAM-1 
(Intercellular adhesion molécule) ce qui permet un recrutement des neutrophiles et lymphocytes 
(Namazi 2005). Une fois le mastocyte activé et les tryptases sécrétées, elles peuvent alors induire 
la sécrétion des mastocytes présents aux alentours. Elles fournissent alors un signal 
d’amplification de la réponse inflammatoire (He 1998). Les chymases sécrétées par les 
mastocytes (Benditt 1959) peuvent aussi avoir un rôle protecteur ou délétère dans l’inflammation. 
Les chymases prédominantes chez la souris sont mMCP1, mMCP2, mMCP4 et mMCP5. Elles 
sont capables de cliver les protéines claudines et occludines (molécules importantes pour la 
formation des jonctions serrées) ce qui rend les épithéliums perméables (McDermott 2003). La 
chymase mMCP1 est par exemple capable de lutter contre le parasite Trichinella spiralis en 
rendant l’épithélium intestinal perméable ce qui facilite la clairance du parasite (Hnight 2000). Les 
chymases sont capables de dégrader les cytokines comme le TNF, l’IL-6, l’IL-13 (mMCP4) en les 
clivant (Piliponsky 2012; Nelissen 2013) ce qui permet d’induire une réponse anti-inflammatoire de 
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la part des chymases. Néanmoins, elles peuvent aussi être impliquées dans des clivages qui 
conduisent à la maturation des cytokines comme pour l’IL-1β ou l’IL-18 (Mizutani 1991; Omoto 
2006). La carboxypeptidase A3 (CPA3) est impliquée dans la protection contre les venins et 
toxines en dégradant par exemple la sarafotoxin 6b (Venin de serpent) (Schneider 2007). La 
cathepsine G sécrétée par les mastocytes (Schechter 1990) joue un rôle dans la lutte anti-
bactérienne (Shafer 1991). La caspase 3 active est présente dans les granules mastocytaires 
(Garcia-Faroldi 2013) mais son rôle dans les mastocytes est encore inconnu. Le granzyme B 
possède le même effet pro-apoptotique que dans les LTc mais agit ici indépendamment de la 
perforine (Pardo 2007). 
Les enzymes lysosomales: La β-hexosaminidase joue un rôle dans la lutte anti-
bactérienne. En effet, la β-hexosaminidase serait capable d’inhiber la prolifération de la bactérie 
Staphylicococcus epidermidis en dégradant les peptidoglycanes de la paroi bactérienne (Fukuishi 
2014). Les cathepsines B/C/D/E/L: Les mastocytes sont capables de sécréter plusieurs types de 
cathepsines qui ont chacunes des rôles distincts. Par exemple, les cathepsines B et L jouent un 
rôle dans la maturation de la pro-tryptase (Halangk 2000; Le 2011), la cathepsine C dans la 
maturation de la pro-chymase (Wolter 2001) et la cathepsine E dans la maturation de la 
carboxypeptidase A3 (Henningsson 2005).
Les cytokines et facteurs de croissance: Les cytokines: TNF, TGF-β, IL-4, IL-5 et IL-13 
sont présentes au sein des granules de sécrétion (Gordon 1990; Bradding 1992; Lindstedt 2001)
(Gali 2005). Les facteurs de croissance VEGF et NGF sont aussi contenus dans des granules 
mastocytaires (Boesiger 1998; Leon 1994).
b) Les médiateurs lipidiques:
L’activation des mastocytes conduit à la synthèse de lipides bioactifs contenus dans les 
granules mastocytaires et qui participent à l’homéostasie des tissus, aux réponses pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires. On retrouve deux grandes familles: Les prostaglandines et 
les leucotriènes. Ces lipides jouent un rôle essentiel dans les phases précoces de l’inflammation 
en permettant le recrutement des cellules immunitaires. Les mastocytes sont par exemple 
capables de produire la prostaglandine D2 qui induit le recrutement des LT Th2 en se fixant sur le 
récepteur CRTH2 (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells) (Gyles 
2006). Ils sont aussi capables de sécréter le leucotriène B4 qui est un puissant chimioattractant 
des leucocytes via le récepteur BLT1 (Leukotriene B4 receptor) (Ohnishi 2008). 
4- La maturation des mastocytes:
La maturation des mastocytes a lieu directement au niveau des tissus. En effet, aucun 
mastocyte mature n’est retrouvé au sein de la circulation sanguine. Ce n’est qu’une fois en 
périphérie que les progéniteurs immatures donnent naissance à différents types de mastocytes 
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sous l’influence du microenvironnement environnant. De façon simpliste on caractérise deux types 
de mastocytes: ceux dit muqueux (MMC) retrouvés dans la muqueuse du tube digestif et des 
bronches et ceux dit conjonctifs (CTMC) retrouvés dans les tissus conjonctifs et dans la cavité 
péritonéale. Les mastocytes des tissus conjonctifs se distinguent des muqueux par la 
prédominance d’héparine au sein de leurs granules. De plus, les mastocytes mucosaux 
possèderaient uniquement une activité chymase (mMCP1, mMCP2) alors que les mastocytes 
conjonctifs possèderaient une activité chymase (mMCP4, mMCP5) et tryptase (mMCP-7, mMCP6) 
(Wernersson 2014). 
Néanmoins cette classification se révèle trop simpliste. En effet, selon le tissus où ils se 
trouvent ou la situation inflammatoire/pathogénique, les mastocytes vont acquérir des phénotypes 
variés caractérisés par des granules aux ultrastructures différentes et par une expression 
différentielle des protéases qu’ils contiennent (Gurish 1995). C’est par exemple le cas de 
mastocytes résidents du jéjunum qui au cours d’une infection par Trichinelle Spiralis vont changer 
de manière séquentielle l’expression de leurs chymases tout au long de l’infection (Friend 1996). 
Ainsi les mastocytes, sous l’influence de leur environnement, vont au cours de leur maturation 
adapter le contenu de leurs granules ce qui leur assure une grande capacité d’adaptation face 
aux diverses situations qu’ils sont amenés à rencontrer (normales ou pathologiques).
5- Les mécanismes d’activation des mastocytes:
Pour assurer leur rôle de sentinelle et de première ligne de défense, les mastocytes ont 
besoin de reconnaître de manière précise l’agent pathogène ou le contexte inflammatoire. Ils 
expriment donc à leur surface une multitude de récepteurs qui leurs permettent de déclencher une 
grande variété de voies d’activation. Ainsi, par le biais de ces différentes cascades, le mastocyte 
peut adapter ses réponses à la situation. Voici ci-dessous quelques exemples de récepteurs 
activateurs présents à la surface des mastocytes. 
a) Les récepteurs impliqués dans l’activation des mastocytes:
Les récepteurs Fc: Ces récepteurs reconnaissent spécifiquement les fragments 
constants des immunoglobulines. Il en existe un grand nombre et tous sont spécifiques de 
l’anticorps qu’ils sont destinés à reconnaître. Ainsi, les récepteurs Fc aux IgG sont nommés FC�R, 
ceux aux IgE FcεR, etc… De plus, ces récepteurs Fc peuvent être soit de haute affinité soit de 
faible affinité. Ceux de haute affinité peuvent lier directement des anticorps monomériques, qui 
reconnaitront à leur tour l’antigène. Ceux de faible affinité sont eux capables de reconnaître les 
complexes immuns. La plupart de ces récepteurs sont de type activateur et possèdent des motifs 
ITAM intracytoplasmiques mais on en retrouve certains qui sont de type inhibiteurs avec cette fois-
ci des motifs ITIM (Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) comme le récepteur FC�RIIB 
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(Daeron 1997)(Figure 32). Concernant les mastocytes murins, ils expriment fortement les 
récepteurs activateurs FcεRI, FC�RIIA et inhibiteurs FC�RIIB (Benhamou 1990).
Les récepteurs couplés aux protéines G: Les récepteurs couplés aux protéines G peuvent 
reconnaître différentes molécules. Ils peuvent, par exemple, reconnaître les neuropeptides 
sécrétés par les neurones ce qui permet un dialogue entre ces deux types cellulaires. Parmi ces 
neuropeptides on retrouve la substance P et la neurotensine, des molécules libérées suite, par 
exemple à un stress, et qui conduisent à la degranulation des mastocytes. Ce qui par exemple 
dans le cas du psoriasis peut aggraver les symptômes de la peau car l’activation des mastocytes 
conduit au relargage de médiateurs de l’inflammation (Singh 1999). On retrouve aussi le NGF, la 
calcitonine et le polypeptide intestinal vasoactif VIP. Les récepteurs couplés aux protéines G 
peuvent aussi reconnaître les molécules du complément C3a et C5a. Néanmoins ces molécules 
ne sont capables d’activer que certains types de mastocytes. Les mastocytes mucosaux ne 
seraient par exemple pas sensibles à l’activation via C3a et C5a (Erdei 2004). 
Les récepteurs CD48: Ces récepteurs permettent la détection d’espèces bactériennes 
comme Escherichia coli ou des bactéries exprimant l’adhésine FimH (Type 1 fimbiral adhesin). La 
reconnaissance de FimH conduit alors à l’activation des mastocytes et au relargage de TNF-α ce 
qui permet le recrutement des neutrophiles sur le site d’infection (Malaviya 1999).
Le récepteur de S1P (une molécule chimioattractive déjà citée): Ce récepteur, en se liant à 
son ligand S1P (qui a été préalablement sécrété par les mastocytes), permet l’activation des 
mastocytes de façon autocrine. Ainsi cette molécule permet le recrutement de nouveaux 
mastocytes mais aussi leur activation (Jolly 2004).
Les récepteurs aux amines: Les récepteurs aux amines comme les récepteurs à l’histamine 
(HR) et à la sérotonine (5HTRs) sont impliqués dans l’activation des mastocytes. C’est par 
exemple le cas du récepteur H4R qui serait important pour l’activation du mastocyte, la 
mobilisation du calcium, et la sécrétion de médiateurs qui conduisent notamment au recrutement 
des neutrophiles (LTB4) (Takeshita 2003).
Les récepteurs aux cytokines: Les mastocytes sont capables de reconnaitre un grand 
nombre de cytokines comme l’IL-1β, l’IL4, l’IL10, l’IL13, l’IL-15, l’IL-18, l’IL-33, etc…(Migalovich-
sheikhet 2012). Par exemple, les mastocytes reconnaissent l’IL-33, produite par les cellules 
épithéliales et endothéliales en cas d’inflammation, grâce à leur récepteur ST2. Cette 
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Figure 32: Les différents récepteurs FC aux IgE et IgG exprimés chez la souris (Johnson 2012)
reconnaissance conduit alors à leur activation puis au relargage de médiateurs de l’inflammation. 
Ce phénomène peut ainsi, entre autre, exacerber l’inflammation observée lors de psoriasis où 
l’IL-33  y est sécrétée en grande quantité (Hueber 2011).
Les récepteurs au facteur d’activation plaquettaire (PAF): Les mastocytes sont également 
capables de reconnaître le médiateur phospholipidique PAF responsable de l’activation des 
plaquettes mais aussi responsable de leur activation. De manière intéressante on constate que la 
concentration en molécule PAF dans le sérum de patients souffrant d’anaphylaxies et directement 
proportionnelle à la sévérité de ces anaphylaxies  (Vadas 2008).
Les récepteurs Toll-like (TLR): Les TLR sont des récepteurs appartenant à la famille des 
PRR (pattern recognition receptors) identifiés pour la première fois chez la Drosophile. On en 
retrouve exprimés à la surface des cellules, pour la reconnaissance des signaux et pathogènes 
extracellulaires (TLR1/2/6/5/4), mais aussi des intracellulaires, pour l’identification des agents 
pathogènes internalisés (TLR3/7/8/9) (Medzhitov 2001). Les mastocytes ont le potentiel d’exprimer 
tous les types de TLR, néanmoins c’est l’influence de l’environnement extérieur qui permet de 
moduler leur expression. Ainsi selon le type de mastocyte, le tissus ou le contexte inflammatoire, 
les mastocytes n’exprimeront pas les mêmes types de TLR (Matsushima 2004). Les mastocytes 
peuvent reconnaître les bactéries GRAM+ via le TLR2 (reconnaissance du peptidoglycane et de 
l’acide lipotéichoïque) et les bactéries GRAM- par le biais du TLR4 (reconnaissance du LPS 
(Lipopolysaccharide) (Supajatura 2002). Le TLR3 permet, lui, la détection des ARN double brins 
comme par exemple ceux du cytomégalovirus ce qui induit la sécrétion de CCL5 par les 
mastocytes puis le recrutement des LTc (Becker 2015). Pour finir les récepteurs TLR7 et TLR8 
vont reconnaître les ARN simple brins et TLR9 les îlots CpG non méthylés de l’ADN 
(Matsushima 2004). Grâce à leurs TLR les mastocytes peuvent ainsi répondre à divers virus et 
bactéries et alors permettre le recrutement des autres cellules immunitaires en relarguant diverses 
combinaisons de médiateurs. 
b) Les voies de signalisation liées au récepteur FcεRI: (Voir figure résumé 34)
Généralités sur le récepteur FcεRI:
Structure du récepteur: Le récepteur FcεRI mastocytaire est 
une molécule tétramérique constituée d’une chaîne α, β et d’un 
homodimère de chaines � reliées par des ponts disulfures (Blank 
1989). Les sous-unités � et β portent les motifs ITAM nécessaires 
à la transduction du signal, la sous-unité β sert d’amplificateur du 
signal et la sous-unité α permet la fixation des IgE (Figure 33).
Agrégation du récepteur: Pour initier la transduction du signal 
les récepteurs FcεRI ont besoin de s’agréger en se liant à des 
ligands multivalents (Fewtrell 1980). Effectivement, l’ajout en 
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Figure  33:  Structure  du  récepteur 
FcεRI (Kraft 2007)
excès de ligands monovalents compétiteurs amène à un bloquage de l’activation des mastocytes 
(Weetall 1993). D’autre part, l’agrégation d’un faible nombre de récepteur est suffisante à 
l’induction de l’activation du mastocyte, ce qui lui permet de répondre simultanément à plusieurs 
antigènes en même temps. 
Voies de signalisations induites par le récepteur FcεRI:
La formation du signalosome: Une fois les récepteurs agrégés, la tyrosine kinase de la 
famille SRC, LYN, est recrutée pour phosphoryler les motifs ITAM des sous-unités β et � du 
récepteur FcεRI (Eiseman 1992). Une fois phosphorylé, le récepteur peut recruter en plus de LYN 
une seconde kinase SYK (Slpeen tyrosine kinase) au niveau de sa sous-unité �, qui va 
s’autophosphoryler et être phosphorylée par LYN. SYK et LYN activées vont alors pouvoir 
phosphoryler la molécule adaptatrice LAT qui est au coeur des évènements de transduction du 
signal (Saitoh 2000). En effet comme dans les LTc, LAT va servir de plateforme de recrutement 
pour d’autres protéines comme SLP-76, GRB2, GADS, SHC (SH2-domain-containing transforming 
protein C), SOS (Son of sevenless homologue), VAV et PLC�1 (Rivera 2002). L’interaction de ces 
protéines se fait soit directement (GADS, GRB2, PLC�1) soit indirectement via GRB2 (SOS, SHC) 
et GADS (PLC�1, SLP76). La formation de ce complexe macromoléculaire va ainsi permettre 
d’induire des voies de signalisation variées conduisant au relargage des différents médiateurs de 
l’inflammation.
Une seconde molécule LAT découverte: Néanmoins, l’inhibition de LAT ne conduit pas à un 
défaut total des fonctions mastocytaires. Effectivement, on observe toujours une activité résiduelle 
concernant la mobilisation calcique, la production de cytokine et la dégranulation (Saitoh 2000). 
Cela peut s’expliquer par la découverte d’une nouvelle molécule appelée NTAL puis LAT2 qui 
serait en effet capable d’induire une autre voie de signalisation en parallèle de celle induite par 
LAT. En effet, la délétion de LAT2, tout comme celle de LAT, conduit à des défauts de 
dégranulation des mastocytes (Tkaczyk 2004) et LAT2 est aussi capable de lier un certain nombre 
de molécules comme par exemple GRB2, GADS, FYN, SHP1 (Protein tyrosine phosphatase 
SHP-1). Cependant elle ne peut pas se lier à PLC�1 (Rivera 2005). Ainsi, le mastocyte pourra 
«  jongler » entre ces deux voies en fonction des signaux d’activation reçus. En effet une étude 
réalisée en 2014 démontre que le mastocyte va favoriser une voie plutôt que l’autre selon 
l’intensité de la stimulation fournie. Les mastocytes activés par des stimulations de forte affinité 
engageraient plutôt la voie LAT alors que les stimulations de faible affinité induiraient la voie LAT2. 
De plus les réponses engendrées par ces deux voies seront différentes. Effectivement, dans cette 
étude ils démontrent que la voie LAT2 déclencherait une sécrétion des chimiokines plus importante 
qu’avec la voie LAT (Susuzi 2014).
Les signalisations induites par les signalosomes: 
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Le rôle de PLC�1, VAV et SOS: PLC�1 tout comme dans les LTc est une phospholipase 
qui permet la conversion de PIP2 en IP3 et DAG. L’IP3 générée va ensuite induire un premier 
influx de calcium en permettant le relarguage des réserves calciques contenues dans le réticulum 
endoplasmique (fixation sur son récepteur IP3R) puis un second influx sera généré par la molécule 
STIM1 (Stromal interaction molecule 1) qui se relocalise à la membrane plasmique afin d’ouvrir de 
nouveaux canaux calciques (SOC channels-Ora1) (Baba 2008). Cette entrée massive de calcium 
va alors conduire à l’activation des facteurs de transcription NF-kB et NFAT (Nuclear factor of 
activated T-cells) responsables de la transcription des gènes des cytokines (Hao 2003). DAG va lui 
aussi permettre l’activation des facteurs de transcription FOS et JUN en activant cette fois-ci des 
PKC (Razin 1994). Les voies de signalisation qui conduisent à la transcription des gènes qui 
codent pour les cytokines passeraient aussi par les adaptateurs VAV et SOS. En effet, ils 
permettraient le passage de la GTPase RAS de sa forme GDP (inactive) à GTP (active) (Jabril-
Cuenod 1996) qui activerait ensuite la voie des MAPK (ERK1, ERK2, p38, JNK). Ces MAPK 
seraient alors capables d’activer divers facteurs de transcription comme FOS, JUN, NFAT et NF-
kB. VAV serait aussi capable d’activer PLC�1 tout comme SYK (Law 1996; Tkaczyk 2003). 
Effectivement l’absence de VAV conduit à des défauts de dégranulation et de production de 
cytokines mais aussi à une perte de la phosphorylation de PLC�1 (Manetz 2001). Pour finir, VAV 
pourrait, tout comme dans les lymphocytes, activer les Rho GTPases RAC1 et Cdc42 pour 
permettre la réorganisation du réseau d’actine (Manetz 2001).
Une voie de signalisation secondaire a par la suite été découverte par le laboratoire de 
Juan Rivera. En effet, ils découvrent en 2002 qu’une autre kinase serait impliquée dans la 
signalisation du récepteur FcεRI en se fixant aux motifs ITAM de la sous-unité β. Il s’agirait de la 
kinase FYN qui serait impliquée dans la dégranulation mastocytaire mais aussi dans la sécrétion 
des cytokines (Parravicini 2002). De plus la voie qu’elle utiliserait serait différente de celle des 
deux autres kinases LYN et SYK déjà décrite. Effectivement, FYN serait capable de phosphoryler 
GAB2 recrutée par GRB2 au niveau de LAT2 (voie indépendante de LAT) ce qui permettrait 
l’activation de la PI3K (Gu 2001). La PI3K phosphorylera alors les phosphoinositides présents au 
niveau de la membrane plasmique ce qui permettra le démasquage des sites de liaisons pour 
d’autres protéines comme PLC�1, VAV et BTK (Burton’s tyrosin kinase)(Gilfillan 2006).
Concernant le rôle de la PI3K dans l’influx calcique: la PI3K semblerait être importante 
pour la maintenance du flux calcique mais pas pour son initiation. Effectivement Tkaczyk et ses 
collègues démontrent que l’activation et la translocation de PLC�1 en direction de la membrane 
plasmique se fait avant l’activation de la voie PI3K et même en présence de son inhibiteur 
(Wortmannin). L’utilisation de l’inhibiteur de la PI3K ne conduit à aucune perturbation de l’influx 
calcique initialement déclenchée par l’activation de PLC�1, néanmoins on peut observer des 
perturbations dans les réponses calciques plus tardives. Le premier influx calcique serait donc 
indépendant de la PI3K et pourrait impliqué d’autres activateurs de la PLC�1 comme SYK ou VAV 
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(Tkaczyk 2003; Manetz 2001). La PI3K aurait alors un rôle dans le maintient du flux calcique. En 
effet, ceci serait réalisé par le biais de la protéine BTK qui serait recrutée au niveau de la 
membrane afin d’activer la PLC�1 en la phosphorylant. PLC�1 transformerait alors PIP2 en DAG 
et IP3 pour induire l’influx calcique. La PI3K pourrait aussi activer des sphingosines kinases SphK 
qui convertissent la sphingosine en S1P, une protéine qui permet l’entrée de calcium dans la 
cellule en activant les canaux calciques présents à la membrane plasmique (Olivera 2007; Rivera 
2008). 
Concernant les autres rôles joués par la PI3K: la PI3K serait aussi impliquée dans la 
sécrétion des cytokines en recrutant la kinase PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 
1) qui phosphoryle et active la kinase AKT impliquée dans la régulation des facteurs de 
transcription NF-kB, NF-AT, FOS et JUN (Kitaura 2000; Kim 2008). La PDK1 est aussi capable 
d’activer une PKC. Il existe plusieurs types de PKC: des PKC dépendantes du calcium comme 
PKC-α et PKC-β et des PKC indépendantes du calcium comme la PKC-δ. Seulement deux de ces 
PKC ont été impliquées dans la sécrétion des mastocytes: PKC-β et PKC-δ (Osawa 1993). La 
PI3K serait, elle, capable d’activer la PKC-δ par l’intermédiaire de PDK1. Quand à la PKC-β qui 
dépend du calcium, elle pourra être activée grâce à la voie LYN/SYK/PLC�1/Ca2+ (Paraviccini 
2002). Par le biais de la PLC�1, la PI3K serait aussi capable de réguler la transcription des 
cytokines via l’activation des facteurs de transcription FOS, JUN, NFAT. Pour finir, la PI3K serait en 
mesure de déclencher la voie des Rho-GTPases par le biais de VAV1 et BTK qui les activeraient 
(Manetz 2001; Kuehn 2010)(Figure 34). 
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Figure 34: Schéma récapitulatif des différentes voies de signalisation induites par l’activation du récepteur FcεRI.
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Il semblerait donc que l’on ait deux voies de signalisation complémentaires au sein du 
mastocyte. Une voie FYN/GAB2/PI3K et une voie LYN/SYK/PLC�1/Ca2+. Ces différentes voies de 
signalisation conduiront par la suite à la synthèse et sécrétion de cytokines mais aussi à la 
translocation et fusion des granules mastocytaires. L’implication de chacune de ces voies dans le 
mécanisme de dégranulation sera abordée plus en détail dans la prochaine partie de l’introduction.
Régulation positive et négative de la voie induite par le récepteur FcεRI:
La signalisation induite par le récepteur FcεRI va pouvoir ensuite être amplifiée ou au 
contraire éteinte grâce à d’autres récepteurs ou molécules impliqués dans la régulation de cette 
voie. Voici ci-dessous quelques exemples de régulateurs de la voie FcεRI.
Régulation positive du récepteur: Le SCF est capable d’accroitre le signal d’activation de la 
voie FcεRI via son récepteur Kit. En effet, Kit partage de nombreuses voies de signalisation 
communes avec le récepteur FcεRI (Voie MAPK, PLC�, PI3K). Néanmoins le SCF seul est 
incapable d’induire la dégranulation du mastocyte, probablement à cause de l’absence de 
phosphorylation de LAT et PKC (Hill 1996; Gilfillan 2006). L’IL-33 en synergie avec le récepteur 
FcεRI conduit à intensifier l’activation du mastocyte. l’IL-33 augmenterait en effet les capacités de 
dégranulation et de sécrétion des cytokines (Sjober 2015). D’une manière générale les cytokines 
reconnues par les mastocytes comme l’IL-1β, l’IL-18, l’IL-3, l’IL4 et l’IL5 sont aussi capables 
d’accentuer l’activation des mastocytes médiée par le récepteur FcεRI en amplifiant la 
dégranulation et/ou la sécrétion des médiateurs de l’inflammation (Ochi 2000; Gebbardt 2002). 
C’est le cas aussi pour les récepteurs aux chimiokines, les TLR, les récepteurs aux molécules 
du complément ou encore le récepteur de S1P (Miyazaki 2005; Jolly 2004). Toutes ces molécules 
permettent ainsi d’accroitre le pouvoir inflammatoire des mastocytes.
Régulation négative du récepteur: La force du signal d’activation doit être contrôlée afin de 
se prémunir de possibles mécanismes délétères. Plusieurs molécules sont ainsi capables de 
réguler négativement le signal induit par le récepteur FcεRI. C’est par exemple le cas de la kinase 
LYN qui, en plus de son rôle d’inducteur de la voie FcεRI, peut réguler négativement la 
signalisation induite par l’activation de FcεRI (Odom 2004). De plus, il semblerait que le choix de 
l’activité de LYN soit dicté par la force du signal de stimulation. En effet, LYN régulerait 
positivement la voie d’activation quand les signaux d’activation seraient de faible intensité. En 
revanche, en présence de signaux de forte intensité LYN régulerait négativement la voie 
d’activation. Effectivement, LYN phosphorylerait et activerait des phosphatases SHP-1 qui 
permettront l’extinction du signal d’activation du récepteur FcεRI en déphosphorylant les 
molécules importantes pour la signalisation comme les tyrosines kinases, ou VAV, Grb2, PI3K etc.. 
(Xiao 2005; Zang 2000).
!78
Les protéines RabGEF1 (Raf effector protein acting as linker between gamma-adaptin) ou 
RGS123 (Regulator of G protein signaling), en ciblant les voies MAPK et PI3K respectivement, 
sont capables de réduire la signalisation FcεRI. En effet, RabGEF1 peut se lier à RAS afin 
d’empêcher son activation et donc de déclencher la voie des MAPK (Tam 2004) alors que RGS123 
inhiberait l’activité de la PI3K en bloquant son association avec Gab2 (Bansal 2008). 
Le récepteur FC�RIIB peut aussi délivrer un signal inhibiteur quand ce dernier est 
coaggrégé avec le récepteur activateur FcεRI par le biais de complexes immuns (Daeron 1995). 
Sous ces conditions, le récepteur recrute alors des tyrosines kinases qui phosphorylent ses motifs 
ITIM ce qui permet le recrutement de molécules inhibitrices au niveau du signalosome comme la 
phosphatase SHP-1 (Kepley 2004; Daeron 2006).
B- Les mécanismes de sécrétion des mastocytes:
1- Les mécanismes de sécrétion des granules mastocytaires:
Une fois les mastocytes activés les mécanismes qui conduisent à la dégranulation vont se 
mettre en place. Les mastocytes peuvent sécréter un grand nombre de granules et sont capables 
de régénérer leur pool de granules en 72h afin d’effectuer de nouvelles dégranulations. Il existe 
plusieurs voies qui conduisent à la dégranulation des mastocytes: l’exocytose « conventionnelle », 
la « kiss-and-run exocytose », la « compound exocytose » et enfin la « piecemeal exocytose ».
a) Les différentes voies de sécrétion des granules mastocytaires:
L’exocytose «  conventionnelle » des granules: Les granules mastocytaires peuvent, tout 
comme dans les LTc, être transportés en direction de la membrane plasmique puis fusionner avec 
cette dernière afin de relarguer l’intégralité de leur contenu. Néanmoins il existe aussi un 
mécanisme dit de kiss-and-run exocytose où seulement une partie du contenu du granule est 
relargué. En effet, durant la kiss-and-run exocytose le granule est capable de fusionner 
directement avec la membrane plasmique néanmoins il ne relargue qu’une partie de son contenu 
avant de se refermer. Ces évènements de fusion partielle sont très fréquents chez les mastocytes 
et représentent 60% des évènements de fusion entre granules et membrane plasmique. Les 
fusions totales ne représenteraient que 40% (Williams 2000). Le choix entre fusion partielle ou 
complète sera fait en fonction du nombre de SNARE disponibles ou du flux calcique généré après 
l’activation. En effet une stimulation modérée conduira à des dégranulations de type « kiss-and-
run » alors qu’une stimulation prolongée et donc un flux calcique important, conduira à des fusions 
complètes (Elhamdani 2006).
La compound exocytose: La compound exocytose que l’on appelle aussi AND 
(anaphylactic degranulation) est caractérisée par des évènements de fusion entre les granules qui 
précèdent la fusion des granules avec la membrane plasmique. Elle peut être séquentielle, un 
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granule fusionne avec la membrane plasmique puis les autres granules viennent fusionner avec ce 
granule, ou multivésiculaire, les granules fusionnent d’abord entre eux avant de fusionner avec la 
membrane plasmique (Alvarez de Toledo 1990; Pickett 2006; Lorentz 2012). 
La piecemeal exocytose: La piecemeal exocytose se caractérise par des pertes de contenu 
des granules par un processus de bourgeonnement. En effet, des vésicules bourgeonneraient à la 
surface des granules et seraient ensuite transportées (sans évènements de fusion) en direction de 
la membrane plasmique pour être sécrétées. Une conséquence visible de cette dégranulation est 
la présence de granules vidés, qui ont perdus leur contenu, au sein du cytoplasme (Dvorak 1994). 
Ce mécanisme se ferait par le biais de vésicules endosomales qui assureraient les navettes entre 
les granules et la membrane plasmique « Shuttling vesicles hypothesis »(Crivellato 2003; Dvorak 
2005). Ce mécanisme conduit à un relargage lent des médiateurs (comparé à la coumpound 
exocytosis qui est rapide et « brutale » (Figure 35)) qui permet le maintient de la réponse sur 
plusieurs heures voir plusieurs jours ce qui peut être nécessaire en cas d’inflammation chronique 
ou de tumeur (Crivellato 2003). Ces vésicules sont difficiles à étudier, néanmoins on sait que l’IL-4 
serait impliquée dans l’exacerbation de ce phénomène. En effet, les mastocytes présents au sein 
d’un modèle murin qui surexprime l’IL-4 réalisent leur dégranulation principalement par la 
piecemeal exocytose (Dvorak 1994).
Pour finir, ce mécanisme de sécrétion semble être important pour assurer le dialogue entre 
les mastocytes et les autres cellules environnantes. C’est par exemple la cas des LT régulateurs 
qui en rentrant en contact avec les mastocytes bloquent leurs voies classiques d’exocytose 
(compound exocytosis) mais ces derniers seraient toujours capables de leur délivrer certains 
médiateurs via la piecemeal exocytosis et un réseau de structure tubulaire (Frossi 2011)(Figure 
35)(Figure 36).
Des signalisations qui n’induisent pas les même mécanismes de sécrétion: une étude 
récente de 2016 démontre que selon la molécule stimulatrice, les mécanismes de dégranulation 
!80
Figure 35: Etude morphologique de mastocytes par microscopie électronique. A) Image représentant un mastocyte 
après une dégranulation massive de type « compound exocytosis ». B) Image représentant un mastocyte après une 
dégranulation de type « piecemeal exocytosis » (présence de granules vidés). C) Connection entre un mastocyte et un 
Treg. D) Vésicules présentes dans le cytoplasme des mastocytes qui rejoignent le Treg (Piecemeal exocytosis) (Frossi 
2011).
seront différents. Ainsi des stimulations par la substance P ou les molécules du complément C3a 
et C5a induisent de rapides évènements de «  docking  » de granules uniques associés à des 
élévations transitoires de l’influx calcique. Alors que la stimulation par le récepteur FcεRI induit une 
forte élévation du calcium qui perdure dans le temps et permet la fusion entre granules avant leur 
fusion avec la membrane plasmique (Coumpound exocytosis) (Gaudenzio 2016). Ainsi les 
mécanismes d’exocytose des granules sécrétoires seront différents selon la molécule stimulatrice 
qui a permis d’activer le mastocyte.
L’endocytose: Les granules ne se dissocient pas entièrement une fois sécrétés. 
Effectivement 60% des granules sont recapturés pour être recyclés. On parle de «  coumpound 
endocytosis » quand le mastocyte endocyte la cavité générée à partir de la fusion de plusieurs 
granules. Puis on distingue la « kiss and run endocytosis » quand il s’agit de l’endocytose d’un 
granule qui a subit une sécrétion de type « kiss and run » ou de cavicapture quand le granule 
fusionne et relargue tout son contenu (Cabeza 2013)(Balseiro-Gomez 2017). Ainsi les mastocytes 
peuvent effectuer des cycles de dégranulation/regranulation, ce qui leur permet d’assurer sur le 
long terme leurs fonctions (mécanisme important pour les inflammations de type chronique).
b) Le mécanisme de fusion des granules mastocytaires: (Voir figure résumé 37)
Les molécules impliquées dans la machinerie de fusion des granules mastocytaires:
Les mastocytes expriment un grand nombre de SNARE comme STX2/3/4/6, VAMP2/3/7/8 
et SNAP-23. Mais seulement certaines d’entre-elles ont été impliquées dans le mécanisme 
d’exocytose des granules sécrétoires. 
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Figure 36: Schéma récapitulatif des différentes voies de sécrétion observées chez le mastocyte
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Concernant les Q-SNARE: la STX3, STX4 et SNAP-23 ont été impliquées. 
La Q-SNARE SNAP-23: En effet SNAP-23, qui est localisée uniquement au niveau de la 
membrane plasmique des mastocytes et non au niveau des granules, serait impliquée dans leur 
sécrétion. Effectivement, l’utilisation d’anticorps bloquant SNAP-23 conduit à des défauts de 
dégranulation et de relocalisation de la protéine elle-même. SNAP-23 se concentre normalement 
dans des zones bien définies de la membrane plasmique là où les granules sont amenés à être 
sécrétés et pourrait même se relocaliser à la surface des granules (Guo 1998). D’autre part, la 
phosphorylation de SNAP-23 serait nécessaire à la régulation du processus de dégranulation. En 
effet, suite au signal d’activation du mastocyte les kinases PKC phosphoryleraient SNAP-23 et 
seules les SNAP-23 phosphorylées seraient en mesure de former des complexes SNARE. Ainsi, 
les mutations de SNAP-23 qui perturbent ces évènements de phosphorylation conduisent à des 
défauts de sécrétion (Hepp 2005).
Les Q-SNARE STX: la STX3 est exprimée au niveau de la membrane plasmique et des 
granules alors que STX4 est localisée uniquement au niveau de la membrane plasmique (Guo 
1998). L’inhibition de STX3 conduit à des défauts de dégranulation (Brochetta 2014). Ainsi, compte 
tenu de sa double localisation, elle pourrait réguler les deux types de fusion: granule/granule et 
granule/membrane plasmique (Tadokoro 2007). Cependant, alors que STX4 est capable de se lier 
fortement à SNAP23, une étude réalisée en 2000 montre qu’on ne retrouve qu’une très faible 
interaction entre STX3 et SNAP-23 (Paumet 2000). Néanmoins d’autres études démontrent une 
interaction possible entre SNAP23 et STX3 (Veale 2010). Ainsi comme SNAP23 se relocalise à la 
surface des granules suite à l’activation des mastocytes, on pourrait alors trouver des complexes 
STX3/SNAP23 à la surface des granules pour assurer les fusions granules-granules. STX4, quand 
à elle, régulerait la fusion des granules avec la membrane plasmique en se liant à SNAP-23. En 
effet, les neutralisations de STX4 et SNAP23 par des anticorps bloquants induisent des défauts de 
sécrétion d’histamine (Paumet 2000). De plus, ces deux SNARE co-localisent au niveau de la 
membrane plasmique après activation du mastocyte (Sander 2008). 
Néanmoins une étude récente démontre que la délétion de STX3 conduit à des défauts 
plus prononcés que STX4 sur la dégranulation et que leurs effets ne sont pas additifs. Ces STX 
joueraient donc des rôles distincts. Ainsi STX4 pourrait réguler des évènements de fusion à la 
membrane et STX3 des évènements de fusions granule/granule puis granule/membrane en se 
relocalisant sur la membrane plasmique (ce qui expliquerait les défauts plus prononcés) (Brochetta 
2014).
Concernant les R-SNARE: il semblerait que VAMP-8 et VAMP-7 soient de bons candidats. 
En effet une étude réalisée par Paumet et ses collègues démontre que VAMP8 est présent au 
niveau des granules de sécrétion de la lignée RBL-2H3 (rodent basophilic leukemia cells) (Paumet 
2000). Cette observation a été par la suite confirmée au niveau de mastocytes primaires humains 
par l’équipe d’Axel Lorentz qui détecte la présence de VAMP-7 et VAMP-8 au niveau des granules 
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mastocytaires. De plus, ses R-SNARE se relocaliseraient au niveau de la membrane plasmique 
suite à l’activation des mastocytes pour interagir et former un complexe avec SNAP-23 et STX4. 
Toutes ces SNARE semblent donc former un complexe stable important pour la sécrétion des 
granules mastocytaires au niveau de la membrane plasmique. En effet, les délétions de SNAP-23, 
STX4, VAMP-7 et VAMP-8 conduisent à des défauts de sécrétion d’histamine. Quand aux SNARE 
VAMP-2, VAMP-3, et STX6, elles ne seraient pas impliquées dans ce mécanisme de sécrétion 
(Sander 2008). 
La R-SNARE VAMP2: L’implication de VAMP2 est encore controversée. En effet, Hepp et 
ses collègues lui accorde un rôle dans la sécrétion (Hepp 2004) alors que d’autres études 
démontrent que VAMP-2 ne serait pas impliquée, bien qu’elle soit présente au niveau des granules 
(Sander 2008; Puri 2008). Cependant, une étude de 2008 démontre qu’en temps normal VAMP-2 
ne s’associe que faiblement à SNAP-23. Néanmoins, quand VAMP-8 est absente, cette 
association deviendrait plus fréquente. Ainsi, VAMP-2 pourrait donc compenser l’absence de 
VAMP-8 (Tiwari 2008). 
La R-SNARE VAMP8: l’équipe de Ulrich Blank a pu démontrer que l’absence de VAMP-8 
conduit à un défaut de sécrétion de β-hexosaminidase sans affecter la sécrétion des cytokines. La 
voie de sécrétion des granules et celle des cytokines seraient donc indépendantes (Tiwari 2008). 
VAMP8 formerait un complexe stable avec ses partenaires STX4 et SNAP23 pour permettre la 
fusion des granules avec la membrane plasmique. Elle ne serait en revanche pas capable de 
s’associer à STX3 (Paumet 2000).
La R-SNARE VAMP7: Une étude démontre que cette VAMP n’interagirait pas avec 
SNAP23 (alors que VAMP8 le pourrait) (Paumet 2000). Néanmoins une autre étude démontre la 
formation de complexes VAMP8/STX4/SNAP23 mais aussi de complexes VAMP7/STX4/SNAP23. 
VAMP7 serait donc capable d’interagir avec SNAP23 pour former des complexes SNARE (Sander 
2008). De plus, VAMP7 serait aussi capable d’interagir avec STX3 au niveau des granules afin de 
réguler des évènements de fusion granule-granule en formant des complexes VAMP7/STX3/
SNAP23 (Puri 2003).
Concernant les régulateurs de la formation du complexe SNARE: on retrouve, comme pour 
la sécrétion des vésicules synaptiques, des molécules MUNC13, MUNC18, Rab, complexine et 
synaptotagmine. 
La protéine Munc13-4: La surexpression de Munc13-4 augmente les capacités de 
dégranulation des mastocytes. Ainsi Munc13-4 serait un régulateur positif de la sécrétion. 
En effet, Munc13-4 et Rab27, présents au niveau des granules, interagiraient afin de réguler 
positivement la dégranulation (Neef 2005). On pourrait alors imaginer que le complexe Rab27/
Munc13-4 jouerait un rôle dans l’arrimage des granules, comme vu précédemment dans les 
neurones et LTc (Partie I et II de l’introduction). 
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De plus, Munc13-4 est capable d’interagir avec STX4 (mais pas STX3) pour réguler la 
formation des complexes SNARE. Ainsi Munc13-4, comme au niveau neuronal, pourrait 
réguler la formation du complexe SNARE en libérant la STX de sa conformation fermée dans 
les mastocytes (Boswell 2012). 
Munc13-4 est aussi capable d’interagir avec la protéine Doc2α et l’inhibition de leur interaction 
conduit à des défauts de dégranulation. Munc13-4 agirait en partenariat avec Doc2α afin de 
réguler la formation du complexe SNARE et cette régulation serait dépendante du flux calcique 
(ces deux molécules étant des senseurs calciques) (Higashio 2008). 
Pour finir, Munc13-4 jouerait aussi un rôle dans la compound exocytose en intervenant dans 
les nombreux évènements de fusion qui vont avoir lieu pour conduire à la formation d’organites 
multivésiculaires. En effet,  tout comme dans les lymphocytes Munc13-4 va permettre la fusion 
de différents compartiments endosomaux. Woo et ses collègues démontrent que Munc13-4 est 
effectivement capable de médier la fusion d’endosomes tardifs Rab7+/Munc13-4+ 
(correspondant à des granules de sécrétion), d’abord entre eux, puis avec des endosomes de 
recyclage Rab11+. De plus, cette fusion serait dépendante de l’influx calcique et d’un complexe 
SNARE, appelé LE SNARE (late endosome SNARE), composé de VAMP8, STX7/STX8, et 
Vtib (Vesicle transport through t-SNARE Interaction). Dans ce complexe SNARE, qui régule les 
fusions intracellulaires entre endosomes, Vtib et STX8 correspondent respectivement à la 
partie N-ter et Cter de SNAP (Wolfram 2000). Ainsi Munc13-4 régulerait la formation de ces 
compartiments multivésiculaires et leur fusion avec la membrane plasmique pour permettre 
leur exocytose (Woo 2017). 
Les protéines Munc18-2: Munc18-2 et Munc18-3 sont exprimées dans les mastocytes 
(Martin-verdeaux 2003). De plus, Munc18-2 est localisée au niveau des granules de sécrétion 
avec son partenaire STX3 alors que Munc18-3 est localisée au niveau de la membrane plasmique 
comme STX4 avec qui elle interagit. Concernant leur rôle dans la sécrétion, l’inhibition de 
Munc18-2 induit bien des défauts de dégranulation, néanmoins Munc18-3 ne semble pas être 
impliquée dans ce processus. Ces résultats semblent étonnants sachant qu’on sait que son 
partenaire STX4 est impliqué. Munc18-2 en interagissant avec STX3 (pas d’interaction avec 
STX4) jouerait donc un rôle dans la sécrétion des granules mastocytaires (Martin-verdeaux 2003). 
Une étude réalisée en 2007 confirme ces résultats et démontre de plus que l’absence de 
Munc18-2 n’induit pas la diminution de l’expression des STX, à la différence de que l’on pouvait 
observer dans les LTc. Ils confirment de plus l’interaction de Munc18-2 avec STX3 et non avec 
STX4 in vivo et cette interaction est retrouvée au niveau des granules et de la membrane 
plasmique (Tadokoro 2007). L’inhibition de Munc18-2 et STX3 induit des défauts de dégranulation 
plus importants que lorsqu’ils étaient inhibés séparément. Ces deux protéines pourraient donc 
jouer des rôles distincts dans le mécanisme de dégranulation. En effet Munc18-2 serait important 
pour la translocation des granules en direction de la périphérie le long du réseau de microtubule et 
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STX3 serait important pour la fusion des granules. En l’absence de Munc18-2, les granules 
bougent aléatoirement dans le cytoplasme et ont une vitesse réduite alors que l’absence de SXT3 
conduit plutôt à des défauts de fusion des granules même si ces derniers sont proches de la 
membrane plasmique (Brochetta 2014).
Plusieurs complexes SNARE: Diverses études démontrent que différentes associations 
de protéines SNARE réguleraient la sécrétion de différents médiateurs. Ainsi chaque complexe 
SNARE serait en charge de son type de sécrétion. Par exemple Munc18-2 serait nécessaire à la 
sécrétion des granules de sécrétion mais non nécessaire à la sécrétion des chimiokines CCL2 
(Brochetta 2014). Concernant VAMP8 une étude réalisée en 2008 démontre que sa localisation 
serait spécifique à certains granules. VAMP8 régulerait la sécrétion de la sérotonine, cathepsine-D, 
β-hexosaminidase mais ne contrôlerait pas la sécrétion de l’histamine (Puri 2008). Néanmoins ces 
résultats sont contradictoires avec d’autres études qui démontrent l’implication de VAMP8 dans la 
sécrétion de l’histamine et qui n’observent pas cette ségrégation (Sander 2008). Concernant la 
sécrétion des chimiokines ces dernières seraient aussi sécrétées par différents complexes 
SNARE. Effectivement, alors que SNAP-23 et STX3 seraient importantes pour la sécrétion des 
chimiokines CXCL8, CCL2, CCL3 et CCL4, STX4 et VAMP-8 ne seraient nécessaires qu’à la 
sécrétion de CXCL8 (Frank 2011). 
Compte tenu de la diversité des granules présents au sein des mastocytes, de la diversité des 
SNARE présentes au niveau des granules et de la diversité des évènements de fusion qui peuvent 
avoir lieu: le mécanisme de sécrétion des granules mastocytaires est une machinerie complexe à 
comprendre. A cela se rajoute le répertoire des molécules et mécanismes de transports qui 
régulent ces mécanismes de fusion ainsi que les différentes voies d’activation qui conduisent à des 
sécrétions variées selon les stimuli. 
Les senseurs calciques complexine-2 et synaptotagmine-2: sont aussi importants pour 
réguler la dégranulation mastocytaire. Effectivement, une étude de 2005 démontre que la délétion 
de la complexine-2 induit des défauts de dégranulation. De plus, la complexine-2, d’abord 
cytoplasmique, rejoindrait la membrane plasmique après activation du mastocyte pour augmenter 
la sensibilité au calcium du complexe SNARE (Tadokoro 2005). Ainsi la complexine-2 serait un 
régulateur positif de la dégranulation. La synaptotagmine-2 (SYT2) serait aussi impliquée dans la 
sécrétion des granules du fait de ses capacités de senseur calcique. Effectivement, les souris 
déficientes pour SYT2 ont des défauts de sécrétion de β-hexosaminidase et d’histamine, ce qui les 
rend plus résistantes aux chocs anaphylactiques. Néanmoins sa fonction exacte n’a pas encore 
été décrite. La complexine étant un régulateur positif (augmente la sensibilité au calcium) on peut 
imaginer qu’elle stabilise le complexe SNARE de façon à ce qu’il soit ciblé par la SYT2. La fusion 
serait ainsi déclenchée suite à la coopération de ces deux effecteurs (Melikoff 2009).
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Les molécules Rab: Plusieurs Rab ont été impliquées dans la régulation de l’exocytose 
des granules mastocytaires. Une équipe publie même en 2012 un screen de 30 Rab afin 
d’analyser leur impact sur l’exocytose (Azouz 2012). Néanmoins ces données doivent être 
confirmées par d’autres analyses plus ciblées, Rab par Rab, afin de connaître leur fonction exacte 
(C’est d’ailleurs ce qu’ils ont fait pour Rab5, vu dans la partie biogenèse, et Rab12 détaillée plus 
bas). Voici donc ci-dessous les Rab qui ont fait l’objet d’études approfondies.
Comme déjà décrit dans l’introduction, la petite GTPase Rab27 est impliquée dans le 
processus de dégranulation des mastocytes. En effet, Rab27a et Rab27b sont toutes les deux 
présentes au niveau des granules de sécrétion mais seule l’inhibition de Rab27b conduit à des 
défauts de sécrétion de β-hexosaminidase. L’inhibition de Rab27a conduit, elle, à une 
augmentation de la dégranulation (Mizuno 2007). Malgré leur 70% d’homologie, ces deux 
isoformes auraient donc des fonctions bien distinctes. Effectivement, Rab27b agirait comme un 
régulateur positif de la dégranulation grâce à son partenaire Munc13-4 et régulerait la 
translocation des granules lytiques (connection avec le cytosquelette) (Mizuno 2007) alors que 
Rab27a agirait comme un régulateur négatif en maintenant l’intégrité du réseau d’actine 
probablement via ses partenaires: la mélanophiline et myosine Va (Interaction déjà démontrée 
dans d’autres types cellulaires). En effet, les phénotypes des souris déficientes en 
mélanophiline ou myosine Va sont similaires au phénotype des souris déficientes en Rab27a 
(localisation irrégulière de l’actine), alors que le phénotype des souris déficientes en Rab27b 
est similaire à celles déficientes en Munc13-4 (Singh 2013). L’importance de l’actine dans le 
mécanisme de dégranulation sera traitée dans la suite de l’introduction. 
Rab37, présente au niveau des granules, serait un régulateur négatif de la dégranulation. 
En effet, son inhibition conduit à l’augmentation des évènements de sécrétion et cette 
augmentation est contrecarrée par l’inhibition de Rab27a/Rab27b ou Munc13-4. De plus, 
Rab37 est capable d’interagir avec Munc13-4 et donc de former un complexe avec Rab27/
Munc13-4. Rab37 pourrait donc réguler négativement la dégranulation en agissant sur le 
complexe Rab27b/Munc13-4 (A noter que l’interaction entre Rab27 et Munc13-4 n’est pas 
affectée par Rab37) (Higashio 2016). 
Rab3D, présente au niveau des granules, serait un régulateur négatif de la formation des 
complexes SNARE présents au niveau des granules. Effectivement, sa surexpression conduit 
à l’inhibition de la dégranulation (Roa 1997). Le mode d’action de la GTPase Rab3D est 
calcium dépendant et serait lié à l’action de la kinase Rak3D qui s’associe à elle. L’activité de 
Rak3D est maximale dans les cellules non stimulées et diminue au cours de l’activation du 
mastocyte. Rak3D a pour cible STX4 qu’elle phosphoryle en N-ter (mais n’agit pas sur les 
autres SNARE) et cette phosphorylation diminue les capacités d’interaction entre STX4 et 
SNAP-23. Ainsi le calcium, grâce à Rab3D, peut moduler la formation du complexe SNARE 
composé de STX4 (Pombo 2001).
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La GTPase Rab12 serait impliquée dans la régulation négative du processus de 
dégranulation car l’expression de son mutant constitutivement actif conduit à une inhibition de 
la sécrétion (Les granules s’accumulent au niveau périnucléaire) (Azouz 2012; Efergan 2016). 
En effet, Rab12 agirait sur le transport rétrograde des granules par le biais de son interaction 
avec le complexe RILP/dynéine. Effectivement, nous savons que les granules peuvent subir 
des mouvements rétrogrades, c’est par exemple le cas lors de la « kiss-and-run exocytosis » 
ou les granules après avoir libéré une partie de leur contenu font « demi-tour ». Dans cette 
étude les auteurs montrent ainsi que Rab12 serait capable d’effectuer ce transport le long du 
réseau de microtubules grâce à une nouvelle interaction décrite entre Rab12 et la molécule 
RILP qui se lie à la dynéine (même interaction que l’on observe avec Rab7 dans les LTc). Ainsi 
Rab12 pourrait réguler négativement le processus de dégranulation (Efergan 2016)(Figure 
37).
Le désassemblage des complexes SNARE: se ferait via la machinerie NSF, comme celle 
observée au niveau des vésicules synaptiques. Ces mécanismes de recyclage sont primordiaux. 
En effet, l’inhibition de la machinerie NSF conduit à la perte du désassemblage des SNARE ce qui 
inhibe drastiquement l’exocytose des mastocytes (Puri 2003).
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Figure 37: Schéma récapitulatif de la machinerie d’exocytose des granules mastocytaires
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c) L’implication du cytosquelette dans le processus de sécrétion: (Figure résumé 39)
Implication du réseau de microtubules:
Le cytosquelette est essentiel au relargage des granules mastocytaires. En effet, une étude 
réalisée en 2002 démontre que la dynamique du réseau de microtubules est indispensable pour la 
sécrétion des granules. L’utilisation de nocodazole conduit à l’inhibition de la dégranulation et à la 
dispersion des granules au sein du cytoplasme alors que ces derniers sont normalement reliés au 
réseau de microtubules. Ainsi le réseau de microtubules serait nécessaire pour le positionnement 
et le trafic des granules de sécrétion (Martin-verdeaux 2003; Nishida 2005). La réorganisation des 
microtubules se manifeste notamment par la formation de protrusions à la surface des cellules 
suite au signal d’activation. De plus, ces protrusions sont nécessaires à la sécrétion des granules: 
on observe une corrélation entre la formation de ces protrusions et les évènements de 
dégranulation  (Hajkova 2011)(Figure 38).  
Lien entre Munc18-2 et le réseau de microtubules: Le rôle de Munc18-2 dans la 
translocation des granules mastocytaires est encore controversé. En effet, une étude de 2007 
démontre que l’inhibition de Munc18-2 ne modifie pas la distribution des granules (Takodoro 2007) 
alors qu’une autre équipe suggérait quelques années plus tôt le contraire (Martin-verdeaux 2003). 
Une étude de 2014 analyse une nouvelle fois le rôle de Munc18-2: les auteurs démontrent ainsi 
que Munc18-2 est bien impliquée dans la sécrétion des granules en intervenant dans la 
translocation des granules. Effectivement, l’absence de Munc18-2 (qui interagissait avec la 
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Questionnement: Etrangement, la protéine Munc18-3 n’est pas impliquée dans la 
dégranulation alors que son partenaire STX4 le serait. En effet, on observe le complexe 
STX4/VAMP8/SNAP23 régulé par Munc13-4 à la membrane. On observe la présence de 
complexes STX3/VAMP7/SNAP23 au niveau de la membrane et des granules mais Munc13-4 
ne régulerait pas ce complexe (pas d’association avec STX3) mais Munc18-2 le pourrait 
(comment la STX3 serait-elle libérée de sa forme inactive?) Ce complexe a-t-il une action au 
niveau de la membrane plasmique et/ou au niveau du granule? On observe l’existence d’un 
complexe LE SNARE régulé par Munc13-4 qui régulerait les fusions intracellulaires des 
granules. Ce complexe pourrait-il remplacer les complexes STX3/VAMP7/SNAP23 ou 
agiraient-ils séparément ?
Figure  38:  Organisation  du  réseau  de  microtubule  à  l’état  basal 
(gauche) ou après activation du mastocyte (droite) (Hajkova 2011) 
tubuline) conduit à la dispersion des granules dans le cytoplasme le long du réseau de 
microtubules alors que ces derniers devraient normalement se polariser en direction de la 
membrane plasmique suite à l’activation du mastocyte (Brochetta 2014).
Lien entre les Rab et le réseau de microtubules: Nous avons vu précédemment que la 
GTPase Rab12 était importante pour la régulation négative de la sécrétion via un transport 
rétrograde des granules par le biais du complexe RILP/dynéine (Efergan 2016). Le réseau de 
microtubules serait donc nécessaire à la régulation négative de la sécrétion. Néanmoins, le réseau 
de microtubules est aussi nécessaire au transport des granules en direction de la périphérie 
(Martin-verdeaux 2003). Ce transport antérograde pourrait être assuré par la protéine Rab27b. 
Effectivement, l’absence de Rab27b conduit à une localisation périnucléaire des granules de 
sécrétion (Mizuno 2007). Ainsi Rab27b pourrait être impliquée dans le transport antérograde des 
granules, peut-être grâce à des moteurs moléculaires de type kinésine, comme dans les LTc. Cette 
hypothèse à notamment fait l’objet de nos recherches et les résultats seront exposés dans cette 
thèse. 
Les régulateurs du réseau de microtubules:
La protéine STIM1 induit la réorganisation du réseau de microtubules dans les mastocytes 
activés. STIM1 est normalement localisée au niveau du réticulum endoplasmique, mais suite à 
l’activation du mastocyte et donc au relargage de calcium intracellulaire, la protéine se relocalise 
près de la membrane plasmique pour y activer de nouveaux canaux calciques. L’absence de 
STIM1 conduit à une baisse de la concentration en calcium intracellulaire et à une perte de la 
formation des protrusions conduisant ainsi à des défauts de dégranulation (Hajkova 2011).  Le rôle 
de STIM1 dans la nucléation des microtubules a en effet déjà été démontré. STIM1 s’associerait 
avec la +TIPS EB1 pour induire la formation de protrusions (Grigoriev 2008). Néanmoins ces 
résultats s’opposent à ceux de Nishida et ses collègues publiés en 2005 (Explications plus loin).
La molécule DOCK5 serait aussi importante pour réguler la dynamique du réseau de 
microtubules nécessaire à la sécrétion des granules. En effet, en s’associant à Nck2 (NCK Adaptor 
Protein 2) et Akt, DOCK5 (Dedicator of cytokinesis 5) inactiverait la sérine/thréonine kinase GSK3β 
(Glycogen synthase kinase 3 beta) (phosphorylation par Akt) qui régulait négativement la 
dynamique des microtubules. Effectivement, on observe en l’absence de DOCK5 une diminution 
de la dynamique de croissance des microtubules ce qui conduit à de sévères défauts de 
dégranulation de β-hexosaminidase et d’histamine. Cependant, la sécrétion de l’IL-6, de l’IL-13 et 
des médiateurs lipidiques n’est pas affectée par l’absence de DOCK5 (Ogawa 2014).
Implication du réseau d’actine:
De plus, tout comme dans les LTc, la dépolymérisation de l’actine au niveau du site de 
sécrétion se révèle primordiale, non pas pour la polarisation des granules, mais pour les 
évènements de fusion. Effectivement, l’utilisation de cytochalasine D qui dépolymérise l’actine 
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conduit à une augmentation de la sécrétion sans affecter la polarisation des granules sur le réseau 
de microtubules. La dépolymérisation de l’actine est donc nécessaire au relargage des granules 
dans les mastocytes (comme précédemment observé dans les LTc) (Martin-verdeaux 2003; 
Nishida 2005). En effet, Deng et ses collègues ont pu observer qu’avant l’activation des 
mastocytes, l’actine formait une barrière physique qui rend la membrane plasmique inaccessible 
aux granules de sécrétion. De plus, ils ont pu observer que l’actine se réorganisait après 
l’activation des mastocytes et que la fusion des granules ne se faisait qu’au niveau de zones 
dépourvues en actine (Deng 2009). L’actine a donc besoin de subir des réarrangements suite au 
signal d’activation du mastocyte.
Molécules impliquées dans la réorganisation du réseau d’actine:
Nous avons vu précédemment que Rab27a est un régulateur négatif de la sécrétion en 
maintenant l’intégrité du réseau d’actine, probablement par l’intermédiaire de ses partenaires la 
mélanophiline et la myosine Va. Effectivement, en l’absence de Rab27a on observe une 
organisation irrégulière de l’actine (Avec Rab27a la répartition était homogène le long de la 
membrane plasmique) et les granules sont plus proches de la membrane plasmique: augmentation 
de l’accessibilité à la membrane (Singh 2013). Rab27a participe donc au maintient de cette 
« barrière » d’actine.
Les protéines coronine 1A et 1B seraient des régulateurs négatifs de la dégranulation. 
Effectivement l’absence de coronine 1A conduit à l’augmentation du relargage de β-
hexosaminidase. L’absence de coronine 1B, quand à elle, ne conduit pas à une augmentation de 
la dégranulation, cependant le double KO coronine 1A et 1B exacerbe l’hyperdégranulation 
observée en l’absence de coronine 1A seule. coronine 1B pourrait donc avoir un rôle secondaire 
compensatoire. Concernant la sécrétion des cytokines, l’absence de coronine 1A conduit à une 
diminution de la sécrétion des cytokines IL-6 et TNF et la coronine 1B ne semble pas être 
impliquée. Ainsi, encore une fois, il semble que la sécrétion des cytokines et des granules de 
sécrétion empruntent des voies différentes. Le mode d’action des coronines est le suivant: les 
coronines se localisent à l’état basal au niveau de l’anneau d’actine mais après l’activation des 
mastocytes ces deux protéines sont phosphorylées puis se relocalisent dans le cytoplasme. Ces 
protéines, en se liant à l’actine, seraient importantes pour stabiliser le réseau, empêchant ainsi la 
dégranulation (Foger 2011).
La kinase Pak1 (Serine/threonine-protein kinase PAK1 activée par Ras et les Rho-GTPase 
Rac1/2 et Cdc42) et la phosphatase PP2A (Serine/threonine-protein phosphatase 2A) sont aussi 
impliquées dans le mécanisme de dégranulation. En effet Pak1 active PP2A qui déphosphoryle les 
molécules ERM (Erzin/Radixin/moesin) connues pour réguler la dynamique du réseau d’actine. 
Ainsi, le complexe Pak1-PP2A-ERM régule les réarrangements du réseau d’actine en induisant sa 
dépolymérisation. L’absence de Pak1 conduit à la persistance du réseau d’actine et donc à des 
défauts de dégranulation (Staser 2012)(Figure 39). 
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d) Sécrétion polarisée ou non polarisée?:
La sécrétion des granules mastocytaires se fait-elle de manière polarisée comme dans les 
LTc? On aurait tout d’abord tendance à penser que les mastocytes réalisent des sécrétions non 
polarisées compte tenu du nombre de granules et du relargage massif d’un grand nombre de 
granules lors des évènements de sécrétion. Néanmoins, il a été démontré en 1978 par 
microscopie électronique que les mastocytes pouvaient effectuer les deux types de sécrétion. En 
effet, quand ils étaient stimulés avec des billes « coatées » en concanavalin A la sécrétion était 
polarisée alors que quand la concanavalin A était administrée de façon 
soluble la sécrétion était alors non-directionnelle (Lawson 1978). Des 
études plus récentes ont pu confirmer ces résultats en montrant 
qu’une  synapse pouvait se mettre en place quand le mastocyte était 
stimulé par des ligands immobilisés sur une bicouche lipidique. 
Effectivement, on observe comme pour les synapses des LTc, une 
concentration des récepteurs FcεRI au centre de la zone de contact et 
une réorganisation de l’actine en périphérie. Ainsi les mastocytes 
pourraient former ce genre de  synapse  afin de tuer des cibles 
parasitaires ou encore de communiquer avec d’autres types 
cellulaires (Caroll-Portillo 2012a; Caroll-Portillo 2012b)(Figure 40). 
e) Les voies de signalisation impliquées dans la dégranulation: (Figure résumé 41)
L’activation des mastocytes, via l’aggrégation du récepteur FcεRI, conduit au relargage des 
médiateurs de l’inflammation préalablement stockés au sein de granules comme les protéases, 
protéoglycanes et amines biogènes, par un processus de dégranulation. Cette activation conduit 
aussi à la sécrétion de médiateurs qui nécessitent une synthèse de novo, sans activation des 
facteurs de transcription comme les leucotriènes / prostaglandines ou avec activation des facteurs 
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Figure  40:  Interaction  entre  un 
mastocyte  et  une  cellule  dendritique 
mettant  en  évidence  la  synapse 
mastocytaire  (IgE  anti-DNP en  vert) 
(Caroll-Portillo 2012b)
Figure 39: Schéma récapitulatif de l’implication du cytosquelette dans la machinerie d’exocytose des granules mastocytaires
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de transcription comme les cytokines / facteurs de croissance. Ainsi plusieurs voies de 
signalisation vont être mises en place afin de réguler ces diverses sécrétions. Ici nous nous 
intéresserons à la signalisation nécessaire au relargage des granules de sécrétion.
Les molécules régulatrices de cette voie d’activation:
Nous avons vu précédemment qu’un grand nombre de protéines de signalisation ont été 
impliquées dans le processus de dégranulation des granules mastocytaires. Il s’agit par exemple 
des protéines kinases FYN et SYK mais aussi des molécules adaptatrices Gab2, SLP-76 et LAT. 
En effet, les souris déficientes pour SYK, FYN, Gab2, LAT et SLP-76 sont résistantes aux chocs 
anaphylactiques (Parravicini 2002; Costello 1996; Gu 2001). De plus, les protéines impliquées 
dans les voies de signalisation en aval de ces molécules adaptatrices sont aussi impliquées dans 
le processus de dégranulation des mastocytes comme VAV1 (Manetz 2001), PI3K (Nishida 2011), 
STIM1 (Baba 2008), BTK (Iwaki 2005), etc…
Précédemment, nous avons pu voir qu’il existait deux voies de signalisation 
complémentaires au sein du mastocyte: Une voie FYN/Gab2/PI3K et une voie LYN/SYK/PLC�1/
Ca2+. Ces différentes voies de signalisation vont conduire par la suite à la synthèse et sécrétion de 
cytokines mais aussi à la translocation et fusion des granules mastocytaires. Néanmoins de 
récentes études ont pu démontrer que ces deux voies avaient des rôles distincts concernant leur 
implication dans la sécrétion des granules mastocytaires. En effet la voie FYN/GAB2/PI3K serait 
plutôt impliquée dans la translocation des granules alors que la voie LYN/SYK/PLC�1/Ca2+ 
permettrait la fusion des granules avec la membrane plasmique (Nishida 2005).
Signalisation impliquée dans la translocation des granules:
Nishida et ses collègues démontrent en 2005 que la voie de signalisation FYN/Gab2/PI3K 
serait importante pour la réorganisation du réseau de microtubules et donc pour la translocation 
des granules. Effectivement, nous avons précédemment vu que le réseau de microtubules est 
indispensable à la translocation des granules en direction de la membrane plasmique (Martin-
verdeaux 2003). Cette translocation serait de plus indépendante du calcium contrairement aux 
évènements de fusion qui nécessitent un influx calcique. En effet, l’utilisation de drogues inhibant 
l’influx calcique ne perturbe pas la translocation des granules à la membrane plasmique alors 
qu’une drogue inhibant le réseau de microtubules conduit à un défaut de translocation des 
granules. De plus l’inhibition de FYN et Gab2 conduit à une diminution de la polymérisation des 
microtubules nécessaires à la dégranulation alors que l’inhibition de LYN et SLP-76 n’induit aucun 
changement sur le réseau de microtubules (Nishida 2005). La voie d’activation qui conduit à la 
translocation des granules mastocytaires par le biais du réseau de microtubules serait donc 
dépendante de FYN/Gab2/PI3K mais indépendante de la voie calcique.
Concernant les acteurs en aval de cette voie Fyn/Gab2/PI3K: 
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La PI3K est nécessaire à la translocation des granules à la membrane plasmique (Nishida 
2011). En effet, la PI3K pourrait induire des voies de signalisation qui conduiraient à la 
réorganisation du réseau de microtubules. Par exemple, nous avons vu précédemment que les 
molécules VAV et BTK, recrutées après l’activation de la PI3K, pouvaient activer des Rho-
GTPases comme Rac et Cdc42 impliquées dans la réorganisation du réseau de microtubules 
(Manetz 2001; Kuehn 2010). La PI3K est aussi capable d’activer Akt et on a vu précédemment 
que DOCK5, qui en s’associant avec Nck2 et Akt, inactive la sérine/thréonine kinase GSK3β, qui 
régulait négativement la dynamique des microtubules, en facilitant sa phosphorylation par Akt. 
Ainsi PI3K par le biais de DOCK5 et Akt inactive GSK3β et permet alors la croissance dynamique 
des microtubules nécessaire à la translocation des granules (Ogawa 2014). La PI3K serait aussi 
en mesure de se lier et d’activer la GTPase ARF1 (ADP-riboslation factor 1) qui serait nécessaire 
à la translocation des granules mais pas à la sécrétion des cytokines (Nishida 2011). 
Concernant la molécule STIM1, son implication est encore controversée. En effet, nous 
avons précédemment vu que STIM1 serait importante pour la formation des protrusions des 
microtubules. En effet, la perte de STIM1 conduit à une baisse de la concentration en calcium 
intracellulaire et à une perte de la formation des protrusions conduisant ainsi à des défauts de 
dégranulation (Hajkova 2011). Néanmoins ces résultats sont contradictoires avec ceux de l’étude 
de Nishida et ses collègues qui démontrent que l’utilisation d’inhibiteurs de l’influx calcique ne 
perturbe pas la formation des microtubules (Nishida 2005). Ces différences pourraient s’expliquer 
par des variations dans les méthodes d’activation (+/- Integrine) ou de préparation des 
échantillons. On pourrait aussi imaginer que les premières étapes de formation du réseau de 
microtubules et de translocation des granules se fassent en l’absence de calcium, alors que les 
étapes plus tardives de formation de protrusions se feraient en présence de calcium (Draber 
2012).
Signalisation impliquée dans la fusion des granules:
La fusion des granules est dépendante de la voie LYN/SYK/PLC�1/Ca2+  (Nishida 2005) qui 
permet un important influx calcique et l’activation de la PKC-β. En effet, l’influx de calcium et 
l’activation des PKC-β seraient essentiels pour la régulation de la formation des complexes 
SNARE nécessaires à la fusion des granules. 
Le calcium: Comme vu précédemment, le calcium peut influencer tous les senseurs 
calciques (grâce à leurs domaines C2) qui régulent la formation des complexes SNARE comme 
Munc13-4 et Doc2α (Higashio 2008) mais aussi la complexine II (Tadokoro 2005), la 
synaptotagmine II (Melikoff 2009) ou encore la kinase associée à Rab3D: Rak3D (Pombo 2001). 
Ainsi la voie LYN/SYK/PLC�1/Ca2+, déclenchée par l’activation du récepteur FcεRI régule la 
formation des complexes SNARE et donc les évènements de fusion par l’influx calcique qu’elle 
génère. De plus, le calcium est aussi nécessaire à la dépolymérisation de l’anneau d’actine au 
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niveau de la membrane plasmique qui faisait barrière aux granules mastocytaires (Nishida 2005). 
Les voies conduisant à la dépolymérisation de l’actine seront abordées plus bas.
Les PKC sont essentielles à la régulation des évènements de fusion: Deux PKC ont été 
impliquées dans la sécrétion des mastocytes: PKCβ qui dépend du calcium et PKCδ qui ne 
dépend pas du calcium (Osawa 1993; Parravicini 2002). En l’absence de PKCβ la dégranulation 
serait drastiquement réduite (Osawa 1993; Nechushtan 2000). Le rôle de PKCδ est lui encore 
controversé. En effet, certaines équipes démontrent que son absence conduit à une diminution de 
la dégranulation (Osawa 1993) alors que d’autres montrent que son absence augmenterait la 
dégranulation (régulateur négatif via SHIP) (Leitges 2002). 
Quels sont les rôles que peuvent jouer les PKC?
Les PKC sont connues pour réguler les dernières étapes de l’exocytose en agissant sur les 
protéines SNARE et les molécules qui régulent la formation de ce complexe. En effet, l’utilisation 
d’inhibiteur anti-PKC conduit au blocage de la sécrétion des plaquettes et à l’inhibition de la 
phosphorylation de STX4. Effectivement, la PKC en phosphorylant STX4, empêcherait son 
interaction avec SNAP23 ce qui conduirait au désassemblage des complexes SNARE (Chung 
2000). Ces désassemblages sont indispensables pour pouvoir recycler les protéines SNARE après 
les évènements de fusion et permettre la formation de nouveaux complexes. 
Ces PKC pourraient aussi phosphoryler les molécules Munc18 pour empêcher leur 
interaction avec les STX. Effectivement, une étude réalisée en 1996 dans les neurones et une 
autre réalisée en 1999 dans les plaquettes démontrent que les PKC sont capable de phosphoryler 
Munc18, ce qui empêche son interaction avec la STX. Ainsi la STX libérée de Munc18 (qui 
maintenait STX en conformation fermée) peut maintenant aller interagir avec SNAP-25 et VAMP. 
Les PKC faciliteraient donc aussi l’assemblage des complexes SNARE (Fujita 1996; Reed 1999). 
De plus, les PKC seraient capables de phosphoryler les synaptotagmines. Effectivement 
Hilfiker et ses collègues démontrent en 1999 que la PKC est capable de phosphoryler la 
synaptotagmine I au niveau des vésicules synaptiques pour réguler ces fonctions régulatrices 
(Hilfiker 1999). Ainsi les PKC sont importantes pour réguler la formation des complexes SNARE 
nécessaires aux évènements de fusion. Néanmoins ces fonctions doivent être vérifiées au niveau 
des mastocytes. 
Pour finir, les PKC vont aussi être importantes pour réguler la dépolymérisation du réseau 
d’actine indispensable à l’exocytose des granules.
La dépolymérisation de l’actine: Le calcium est indispensable à la dépolymérisation de 
l’anneau d’actine, présent au niveau de la membrane plasmique, qui faisait barrière aux granules 
mastocytaires (Nishida 2005). La dépolymérisation de l’actine qui a lieue seulement en présence 
de calcium pourrait tout d’abord être dépendante des PKC calciques. En effet, il a été démontré 
dans les plaquettes que les PKC seraient capables de phosphoryler la chaîne lourde et légère de 
la myosine (Kawamoto 1989). Ces résultats ont par la suite été confirmés en 2006 dans les 
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mastocytes ou la PKC-β phosphorylerait la myosine IIA afin de réguler la dégranulation via le 
réseau d’actine (Ludowyke 2006). Les myosines sont en effet connues pour réguler la dynamique 
du réseau d’actine: L’inactivation des kinases associées à la myosine II seraient par exemple 
capables d’empêcher le désassemblage de l’actine (Sullivan 2000). Ainsi la phosphorylation de la 
myosine II par les PKC-β pourrait être nécessaire à la dépolymérisation de l’actine.
D’autres PKC ont par la suite été caractérisées et notamment la PKCα (calcium 
dépendante) qui serait un régulateur négatif de la dégranulation en phosphorylant la cofiline ce qui 
inhiberait la dépolymérisation de l’actine (Sakuma 2012).
Pour finir, nous avons aussi précédemment vu que les protéines Ras et Rho-GTPase 
Rac1/2 et Cdc42 activent la kinase Pak1 qui active à son tour la phosphatase PP2A qui 
déphosphoryle les molécules ERM (Erzin/Radixin/moesin) connues pour réguler la dynamique du 
réseau d’actine. Ainsi, le complexe Pak1-PP2A-ERM induirait la dépolymérisation de l’actine 
(Staser 2012). Les voies de signalisation qui conduisent donc à l’activation de Ras ou des Rho-
GTPase peuvent donc être impliquées dans la dépolymérisation de l’actine. Il s’agirait par exemple 
des voies déclenchées par VAV et SOS (Figure 41). 
2- Le mécanisme de sécrétion des cytokines:
a) Les cytokines et chimiokines présentes au sein des mastocytes:
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Figure 41: Schéma récaptitulatif des différentes voies impliquées dans la transport et la fusion des granules mastocytaires
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Les mastocytes sont capables de sécréter un grand nombre de chimiokines et cytokines 
après leur activation via le récepteur FcεRI. On retrouve par exemple chez la souris les 
chimiokines CCL1/2/3/4/5/7/17/22, CXCL1/2/10 et XCL1 mais aussi les cytokines: IL-1β, IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16 IL-22, TNF-α, GM-CSF, IFN-�, TGF-β, etc…(Gali 
2005). La sécrétion des cytokines et chimiokines n’emprunterait pas une unique voie mais 
engagerait une machinerie complexe composée d’une multitude de voies différentes. Une partie 
des cytokines mastocytaires sont pré-stockées dans des granules comme par exemple la cytokine 
TNF (Pelletier 1998) ou encore les cytokines IL-4, IL-5, IL-13 (Gali 2005). Mais suite à l’activation 
des mastocytes, on observe aussi une sécrétion constitutive de cytokines générées par de 
nouvelles transcriptions. Effectivement, les différentes voies de signalisation précédemment 
détaillées (PKC/VAV/SOS/PI3K/Akt/etc…) permettent l’activation des facteurs de transcription NF-
kB, NF-AT, FOS et JUN qui permettent la synthèse de nouvelles cytokines et chimiokines. Dans 
cette dernière partie nous ne détaillerons pas les différentes voies de signalisation qui conduisent 
à la sécrétion de ces diverses cytokines et chimiokines. Car selon les cytokines et chimiokines 
étudiées, les mécanismes et voies de signalisations peuvent varier. Ici nous nous intéresserons 
plutôt à la machinerie de transport qui pourrait permettre leur sécrétion.
b) Machinerie de sécrétion des cytokines et chimiokines:
Les mécanismes impliqués dans l’exocytose des granules de sécrétion ont fait l’objet de 
nombreuses études alors que le mécanisme du trafic vésiculaire des cytokines a été très peu 
décrit. Le problème est qu’il est difficile de suivre le trafic de ces molécules quand on sait qu’elles 
peuvent être sécrétées durant plusieurs heures.
Concernant la sécrétion du TNF: L’absence de VAMP8, mais pas celle de VAMP3, conduit 
à des défauts d’exocytose des granules de sécrétion (β-hexosaminidase, cathepsine-D, etc…). 
Néanmoins, l’absence de VAMP8 ne perturberait pas la sécrétion des cytokines MIP-1α, IL-6 et 
TNF (Tiwari 2008; Puri 2008). En effet, le TNF ne colocaliserait pas avec des vésicules positives 
pour VAMP8 mais plutôt avec des vésicules positives pour VAMP3 (Tiwari 2008). Le trafic du TNF 
pourrait donc se faire par l’intermédiaire de ces compartiments VAMP3 comme cela a déjà été 
observé dans les macrophages (Murray 2005).
Concernant la sécrétion des chimiokines: Une étude réalisée dans des mastocytes 
humains démontrent que le blocage de SNAP-23 et STX3 inhiberait le relargage des chimiokines 
CXCL8, CCL2, CCL3 et CCL4. STX4 et VAMP8 contrôleraient eux la sécrétion de CXCL8. Pour 
finir, STX6 permettrait le relargage des chimiokines CXCL8/CCL2 et VAMP-7 la sécrétion de la 
chimiokine CCL3. Concernant les SNARE STX2 et VAMP3, elles ne seraient pas impliquées dans 
le relargage de ces chimiokines (Franck 2011). 
Il semblerait donc que la sécrétion des diverses cytokines et chimiokines mastocytaires 
implique un grand nombre de complexes SNARE différents. 
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Et si la Kinésine-1 
était de la partie?!
Démarche Scientifique 
Comme nous l’avons vu au cours de cette introduction, de nombreux acteurs de l’immunité 
innée et adaptative exercent leurs fonctions protectrices par la sécrétion de vésicules dérivées des 
lysosomes que l’on appelle les LRO. C’est par exemple le cas des lymphocytes T cytotoxiques par 
le biais de la sécrétion de granules lytiques et des mastocytes par l’intermédiare de la sécrétion 
des granules de sécrétion. 
Il semblerait de plus que la machinerie moléculaire impliquée dans la sécrétion de ces LRO 
soit relativement bien conservée entre ces différents types cellulaires. Ainsi l’absence de la 
protéine Rab27 conduit à un défaut de sécrétion dans les LTc mais aussi dans les mastocytes. 
Le laboratoire que j’ai rejoins a longtemps travaillé sur le mécanisme de dégranulation des 
LTc et a ainsi pu mettre un évidence le complexe moléculaire impliqué dans le transport terminal 
du granule lytique chez l’homme. En effet, ce transport terminal serait assuré par un complexe 
moléculaire composé de Rab27a, Slp3 et la kinésine-1. 
La génération dans le laboratoire d’un modèle murin déficient pour la kinésine-1 dans toutes 
les cellules immunitaires nous a donc amené à developper le projet de thèse suivant: Etudier le 
rôle de la kinésine-1 dans les sécrétions régulées des cellules immunitaires. 
Hypothèse de travail: 
Compte-tenu du lien existant entre Rab27 et la kinésine-1: la kinésine-1 est-elle impliquée dans la 
sécrétion des LRO tout comme Rab27?
Questionnement progressif:  
Chapitre I: Kinésine-I et modèle murin 
Est-ce que la souris déficiente pour la kinésine-1 développe un phénotype particulier?
Chapitre II: Kinésine-I et lymphocytes T cytotoxiques 
Observe t-on un défaut de sécrétion dans les LTc murins déficients en kinésine-1, comme 
précédemment observé chez l’homme?
Chapitre III: Kinésine-I et mastocytes 
Y-a-t-il un défaut de sécrétion dans les mastocytes murins déficients en kinésine-1?
Quel est le complexe impliqué dans la dégranulation mastocytaire?
Quelle voie de signalisation est impliquée dans la formation du complexe?
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Résultats 
Chapitre I: 
Kinésine-1 et modèle murin déficient 
Pour une meilleure compréhension du rôle de la kinésine-1 dans les sécrétions régulées des 
cellules du système immunitaire, un modèle murin invalidé pour la chaine lourde Kif5b 
spécifiquement dans les cellules hématopoïétiques (Kif5bfl/-;VAV1-CRE mice) a été généré. Le 
modèle conditionnel est ici nécessaire car la souris totalement invalidée pour Kif5b est létale au 
stade embryonnaire (Tanaka et al, 1998). La souris transgénique exprimant la recombinase CRE 
sous le promoteur VAV1 (exprimée seulement dans les lignées hématopoïétiques (Georgiades et 
al, 2002)) a été croisée avec la souris Kif5b+/- (Cui et al, 2011) afin de générer la souris Kif5b+/- ; 
VAV1-CRE. La souris Kif5b+/- ; VAV1-CRE a ensuite été croisée avec la souris Kif5bfl/fl (Cui et al, 
2011) afin de générer les souris d’intérêts cKif5bfl/- (Kif5bfl/- ; VAV1-CRE)(Figure 42).
A- Vérification du défaut d’expression de Kif5b dans la souris cKOKif5b:
Une première étape a consisté à vérifier l’absence du gène floxé Kif5b au niveau 
transcriptionnel puis au niveau protéique dans le modèle murin cKOKif5b. Pour s’assurer du bon 
fonctionnement des sondes utilisées, une première expérience de qRT-PCR a été réalisée sur le 
cerveau des souris contrôles et cKOKif5b. Au niveau du cerveau, les trois isoformes sont exprimées 
avec une nette prédominance pour l’isoforme Kif5a (Kanai et al, 2000). Comme attendu, les 
mêmes profils d’expression sont observés au niveau du cerveau chez le contrôle et la souris 
cKOKif5b (Figure 43). On peut constater que l’extinction du gène Kif5b chez la souris cKOKif5b est 
bien restreinte aux lignées hématopoïétiques testées (Lymphocytes T / Mastocytes / 
Mégacaryocytes), ce qui confirme la validité du modèle VavCre+/+ utilisé. Les autres isoformes 
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Figure 42: Génération du modèle murin déficient pour Kif5b
Kif5a et Kif5c sont quand à eux absents des cellules immunitaires testées. De plus, aucune 
surexpression des autres isoformes n’est observée quand l’isoforme Kif5b est absent (Figure 
44A). L’expression de la protéine Kif5b est retrouvée dans les lymphocytes T, mastocytes et 
plaquettes de la souris contrôle. Dans ceux de la souris cKOKif5b la protéine Kif5b est, quand à elle, 
bien absente (Figure 44B).
B- Aspect général de la souris cKOKif5b:
La souris déficiente pour la kinésine-1 présente un développement similaire à celui d’une 
souris c57/b6 ordinaire. Son apparence externe ainsi que son poids sont identiques à une souris 
contrôle (environ 20g) (Figure 45A et 45B). 
Concernant la structure des différents organes de cette souris, la rate, le ganglion 
mésentérique, le foie et les poumons ne présentent aucune infiltration ou signe d’inflammation 
(Figure 45C). A l’état basal, dans un contexte exempt d’organismes pathogènes, cette souris 
semble donc tout à fait normale. 
C- Intégrité du système immunitaire dans la souris cKOKif5b:
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Figure 43: Analyse par qRT-PCR de l’expression de 
l’ARNm de Kif5a, Kif5b et Kif5c au niveau des cellules 
extraites  du  cerveau  dans  les  souris  contrôles  et 
cKOKif5b. L’extraction d’ARN et la Reverse Transcription 
sont réalisées sur 1.106 cellules directement extraites du 
cerveau. L’expression de chaque gène a été normalisée en 
utilisant  comme  valeur  de  référence  l’expression  de 
l’ARN18s. Les résultats correspondent à la moyenne (+ 
SEM) de 3 expériences. Test statistique utilisé: ANOVA 
(Prism).
Figure  44:  Analyse  par  qRT-PCR  de  l’expression  de  l’ARNm  de  Kif5a,  Kif5b  et  Kif5c  au  niveau  des  des  LTc,  mastocytes  et 
megakaryocytes (A) dans les souris contrôles et cKOKif5b. L’extraction d’ARN et la Reverse Transcription sont réalisées sur 1.106 cellules. 
L’expression de chaque gène a été normalisée en utilisant comme valeur de référence l’expression de l’ARN18s. L’expression à ensuite été 
normalisé par rapport au gène le plus fortement exprimé. Les résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 3 expériences. Test statistique 
utilisé:  ANOVA (Prism).  Analyse  de  l’expression de  la  protéine  Kif5b par Western-Blot  dans  les  souris  contrôles  et  cKOKif5b (B). 
L’extraction des protéines est réalisée sur 10.106. 40 µg de protéine sont déposés par puits. La révélation des protéines est réalisée grâce aux 
anticorps primaires anti-Kif5b, anti-βactine et anti-GAPDH puis secondaire HRP. Le résultat est représentatif des 3 expériences réalisées.
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En ce qui concerne l’intégrité du système immunitaire, nos résultats montrent que le 
développement des LT au niveau du thymus et des LB au niveau de la MO des souris cKOKif5b ne 
semble pas être affecté par l’absence de kinésine-1. Le nombre de thymocytes (Thy1.2+) CD8+, 
CD4+, Double Positif (DP) et Double Négatif (DN) est le même entre la souris contrôle et cKOKif5b. 
Les stades DN1, DN2, DN3, DN4 identifiés par l’expression des marqueurs CD25 et CD44 sont ici 
normaux (Figure 46A). Au niveau de la MO le pourcentage de cellules CD19+ est identique entre 
les deux souris, la proportion de cellules au sein des différents stades de développement B (Pré-
Pro B, LB immatures et LB matures) est aussi conservée (Figure 46B). La kinésine-1 ne semble 
donc pas impliquée dans les étapes de développement des LT et LB.
En périphérie, comme au niveau de la rate et du ganglion mésentérique, le nombre 
d’eosinophiles (CD19-/ CD11b+/ SSC-A high/ Ly6g-), de neutrophiles (CD19-/ CD11b+/ SSC-A int/ 
Ly6g+), de macrophages (CD19-/ CD11b+/ SSC-A low/ Ly6g-), de cellules dendritiques (CD19-/ 
CD11c+/ CMH-II+), de LT (CD19-/ CD3+/ CD4+ ou CD8+) et de LB (CD19+/ B220+) est inchangé 
entre la souris contrôle et cKOKif5b (Figure 47). La kinésine-1 ne semble donc pas être impliquée 
dans la différenciation et la distribution des cellules immunitaires. 
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Figure 45: Aspect général de la souris cKOKif5b (A) et mesure de son poids (B) comparé à une souris contrôle. Les 
résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 10 expériences. Test statistique utilisé: ANOVA (Prism). Analyse de 
la structure des organes de la souris contrôle et cKOKif5b (C). Les organes de la souris contrôle et cKOKif5b ont été 
prélevés, rincés et fixés sur la nuit dans du paraformaldehyde 4%. Après fixation les organes ont été inclus en paraffine 
puis marqué à l’hématoxyline et à l’éosine. Ces résultats sont représentatifs de 10 expériences indépendantes. 
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Figure 46: Analyse par cytométrie en flux du développement des LT au niveau du thymus (A) et des LB au 
niveau de la MO (B) dans les souris contrôles et cKOKif5b. Le marquage est réalisé sur 1.106 cellules extraites 
des souris contrôles et cKOKif5b.  Au niveau du thymus, les thymocytes sont marqués par les anticorps Thy1.2 
(CD90.2) PE, CD8 PB, CD4 PE-Cy7, CD25 PerCP-Cy5-5, CD44 VG. Au niveau de la moelle osseuse les LB sont 
marqués par les anticorps CD19 PE-Cy7, IgD PE, IgM PE-Cy5. Le résultat est représentatif des 3 expériences 
réalisées.
Figure  47:  Analyse  par  cytométrie  en  flux  des 
différentes  populations  immunitaires  dans  la 
souris  contrôle  et  cKOKif5b.  Le  nombre  de 
neutrophiles,  eosinophiles,  macrophages,  cellules 
dendritiques  et  lymphocytes  ont  été  quantifiés  par 
cytométrie en flux. Les stratégies de gating sont les 
suivantes: les LT sont CD19- CD3+ CD8+ ou CD4+/ 
les lymphocytes B sont CD19+ B220+/ les cellules 
dendritiques  sont  CD19-  CD11c+  CMHII+  /  les 
macrophages sont CD19- CD11b+ SSC-A low Ly6g- 
/ les eosinophiles sont CD19- CD11b+ SSC-A high 
Ly6g-/  les neutrophiles sont CD19- CD11b+ SSC-A 
int Ly6g+ . Ces résultats sont représentatifs de trois 
expériences indépendantes.
Chapitre II: 
Kinésine-1 et lymphocytes T cytotoxiques 
A- Analyse de la capacité d’activation et de prolifération des LTc cKOKif5b:
Une étude du flux calcique est réalisée sur les LTc extraits et purifiés de la rate de souris 
contrôles et cKOKif5b afin d’étudier leur capacité d’activation. Par l’ajout d’un anticorps anti-CD3 de 
type IgG de hamster puis leur regroupement par l’apport d’un anticorps anti-IgG de hamster, la 
voie de signalisation du TCR est alors induite. Les variations de flux calcique qui en résultent 
peuvent alors être mesurées afin d’évaluer les capacités d’activation des LTc. On peut ainsi 
constater que dans ce contexte, les LTc des souris contrôles et cKOKif5b possèdent les mêmes 
capacités d’activation via la voie du TCR (Figure 48A).
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Figure 48: Test de flux calcique (A): Le marquage est réalisé sur 1.106 LTc extraits et purifiés des souris contrôles et 
cKOKif5b. Les LTc sont marqués tout d’abord par le traceur calcique Indo-1 puis par les anticorps TCRβ PE et CD8 PB. Les 
cellules sont d’abord seules durant 1 min puis l’anticorps anti-CD3 (IgG de hamster) est ajouté durant 1 min. Après ce 
délais, l’anticorps anti-IgG de hamster est ajouté aux cellules pour induire le signal TCR durant 5 min et la ionomycine 
(ouverture de tous les canaux calciques) est finalement rajoutée durant 5 min. Le résultat est représentatif des 2 expériences 
réalisées. Test d’activation par cytométrie en flux (B): Les LTc contrôles et cKOkif5b sont cultivés durant 5 jours dans du 
milieu complet avec de l’IL-2 et du CD3 coaté CD28 soluble. Au jour 1 et 3 les cellules sont récupérées, lavées puis 
marquées  avec  un  anticorps  anti-CD69,  un  marqueur  d’activation  des  LTc.  Les  cellules  sont  ensuite  analysées  par 
cytométrie en flux. Le résultat est représentatif des 3 expériences réalisées. Test de prolifération (C): Les LTc contrôles et 
cKOkif5b sont purifiés de la rate puis marqués au CFSE. Ils sont ensuite cultivés durant 3 jours dans du milieu complet avec 
de l’IL-2 et du CD3 coaté CD28 soluble.  A J1 et J3 les cellules sont marquées avec un anti-CD8 puis analysées en 
cytométrie pour le marqueur CFSE. Le résultat est représentatif des 2 expériences réalisées. 
La capacité d’activation des LTc peut aussi être évaluée au cours de la culture grâce au 
marqueur CD69, ce dernier augmentant au cours de l’activation et donc de la culture. On peut 
ainsi observer un schift du marquage CD69 par cytométrie en flux entre le premier jour et le 
troisième jours de culture.  Ainsi, nous constatons que les LTc contrôles et déficients adoptent les 
mêmes capacités d’activation au cours de la culture (Figure 48B). Concernant les capacités de 
prolifération des LTc, après analyse du marquage CFSE suite aux 3 jours de culture, on ne 
remarque pas de différences entre la souris contrôle et cKOKif5b sur leurs capacités prolifératives 
(Figure 48C). Les capacités d’activation et de prolifération des LTc ne semblent donc pas être 
affectées par l’absence de kinésine-1.
B- Analyse de la capacité de dégranulation des LTc cKOKif5b par cytométrie:
Chez l’homme, de précédents test in vitro (siRNA, mutant dominant négatif) ont permis de 
mettre en évidence l’implication de la kinésine-1 dans le mécanisme de sécrétion des granules 
lytiques des LTc (Kurowska 2012). Nous avons ici procédé à de nouveaux tests dans le modèle 
murin cKOKif5b dans le but de confirmer ces résultats. 
La capacité des LTc à sécréter les granules lytiques est testée in vitro par la mise en contact 
des LTc avec une plaque recouverte d’anticorps anti-CD3ε. L’expression de Lamp1/2 à la surface 
est ensuite analysée par cytométrie en flux. Ce test est d’abord réalisé sur des souris contrôles 
(Contrôle positif) et des souris Rab27a-/- ayant un défaut de sécrétion des granules cytotoxiques 
(Contrôle négatif) (Figure 49A). Comme attendu les LTc de la souris contrôle dégranulent 
normalement, l’expression de Lamp1/2 à la surface est augmentée de 49% par rapport à la 
condition non stimulée, alors que les LTc de la souris Rab27a-/- ne dégranulent que très peu (8%). 
En comparant les capacités de dégranulation de ces deux souris à notre modèle cKOKif5b-, on 
observe que les souris conditionnelles déficientes pour la kinésine-1 sont capables de relarguer 
leurs granules lytiques. Le pourcentage de recrutement de Lamp1/2 à la membrane plasmique est 
comparable à celui observé dans le contrôle (Figure 49B). Ces différents tests de dégranulation 
ont été réalisés après 3h d’incubation à 37°C. Afin de s’assurer que le défaut ne soit pas un 
évènement précoce compensé après 3h d’activation, une cinétique de dégranulation a été 
réalisée. Nos résultats montrent que même après de courtes durées d’incubation à 37°C, les LTc 
de souris cKOKif5b ont les mêmes pourcentages de dégranulation que ceux des souris contrôles 
(Figure 49C).
C- Analyse du comportement des granules lytiques par microscopie TIRF:
Afin de s’assurer que les granules lytiques libérés ont le même comportement que ceux des 
souris contrôles, des expériences de microscopie TIRF (Total internal reflexion fluorescence) ont 
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été réalisées. La microscopie TIRF permet l’excitation sélective d’une partie de l’échantillon. En 
effet, le faisceau laser d’excitation frappe la surface de l’échantillon avec un angle qui induit une 
totale réflexion du faisceau, permettant ainsi une excitation de la surface de l’échantillon en contact 
avec la lamelle inférieure à 100 nm. La fluorescence provenant des autres niveaux étant alors 
éliminée, on peut observer sélectivement ce qui se passe au niveau de la membrane plasmique 
des cellules et notamment les comportements des granules lytiques au niveau de la membrane 
plasmique.
En regardant le trajet effectué par les granules, on constate que dans la souris contrôle celui-
ci est très précis et organisé, ciblant l’intégralité de la zone durant toute la durée de l’acquisition. 
En ce qui concerne les granules des LTc cKOKif5b, leur comportement est très similaire à celui des 
granules lytiques des LTc déficients pour Rab27a-/- (Ashen). A savoir que les granules ont des 
mouvements désorganisés plus rapides, les trajets effectués sont beaucoup plus longs et 
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Figure 49: Test de dégranulation des LTc issus de souris contrôles, Rab27a-/- ou cKOKif5b. Les LTc (3.105 /
condition) une fois extraits de la rate des souris puis cultivés durant 5 jours sont déposés sur une plaque recouverte 
ou non (condition non stimulée) d’anti-CD3ε (20µg /ml). Les cellules sont ensuite mises à 37°c sous 5% de CO2 
durant différents temps (30 min, 1h, 1h30, 3h) (C) ou seulement durant 3h (A et B). Durant l’incubation, les 
cellules sont marquées avec des anticorps anti-CD107a FITC et anti-CD107b FITC. Un second marquage est 
ensuite effectué avec un anticorps anti-CD8α  APC. Les résultats A et B sont représentatifs des 4 expériences 
réalisées. Le résultat C est représentatif des 2 expériences réalisées. Test statistique utilisé: ANOVA (Prism). (A) 
Test de dégranulation dans les LTc issus de souris contrôles ou déficientes en Rab27a. (B) Synthèse de toutes les 
expériences de dégranulation menées dans les LTc issus de souris contrôles, Rab27a-/- ou cKOKif5b. (C) Cinétique 
de dégranulation dans les souris contrôles et cKOKif5b.
seulement une partie de la zone est balayée par les granules à un moment donné de l’acquisition 
(Figure 50A). 
Afin de mieux comprendre leur comportement, les granules sont classés en 4 catégories 
correspondant à la durée durant laquelle ils sont présents sur la vidéo: durée du tracking. On 
constate alors que la souris contrôle possède une majorité de granules restant entre 0 et 4 sec au 
niveau de la synapse alors que la majorité des granules dans les LTc cKOKif5b et Rab27a-/- restent 
entre 4 et 20 sec. Ces granules sont aussi plus rapides et par conséquent parcourent beaucoup 
plus de distance. Pour finir, on observe une population de granules fixes qui restent présents et 
statiques durant toute la durée de l’acquisition dans la souris contrôle. Ces granules statiques sont 
quasiment absents des LTc issus de souris cKOKif5b et Rab27a-/- (Figure 50B).
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Figure  50:  Analyse  par  microscopie  TIRF  du  comportement  des  granules  lytiques  à  la  synapse 
immunologique dans les souris contrôles, cKOKif5b et Rab27a-/-. Les LTc (1.106 /condition) une fois extraits 
de la rate des souris puis cultivés durant 5 jours sont marqués au WGA 488. Les LTc sont ensuite déposés sur 
une lamelle préalablement recouverte avec des anticorps α-CD3 et α-CD28 maintenue à 37°C. L’acquisition est 
réalisée tout de suite après le dépôt des cellules durant 5 min dans le plan TIRF. Les résultats correspondent à la 
moyenne (+ SEM) de 4 acquisitions/conditions. Le résultat A est représentatif des 4 acquisitions réalisées. Test 
statistique utilisé: ANOVA (Prism). (A) Tracé du chemin effectué par les granules au cours de l’acquisition. (B) 
Analyse du nombre de granules, de leur capacité de déplacement et de leur vitesse. (C) Analyse du nombre de 
granules fixes (statiques) observés.
En conclusion, contrairement à ce qui a été observé chez l’homme, le modèle murin déficient 
pour la kinésine-1 possède la capacité de relarguer des granules lytiques. Cependant leur 
comportement semble altéré au niveau de la synapse immunologique et de manière intéressante 
le comportement observé en l’absence de Kif5b est très similaire à celui observé en l’absence de 
Rab27a.
Chapitre III: 
Kinésine-1 et sécrétion mastocytaire 
A- Validation du modèle murin déficient pour la kinésine-1 dans les 
mastocytes:
Pour étudier la machinerie moléculaire impliquée dans le transport et la sécrétion des 
granules sécrétoires au sein des mastocytes in vitro et in vivo, nous travaillons à partir de souris 
cKOKif5b générée au sein de notre laboratoire et de cultures primaires issues de cette souris. En 
effet, nous travaillons sur des BMMC (Bone Marrow derived mast cells) différenciés à partir de 
cellules souches de la moelle osseuse de souris contrôles ou cKOkif5b. Les BMMC se différencient 
et deviennent matures après 5 semaines de culture sous SCF et IL-3.
1- Vérification de l’absence de la chaîne lourde Kif5b et 
analyse de la chaîne légère KLC :
Afin de valider ce modèle, la délétion de la chaîne lourde 
de la kinésine-1, Kif5b, a été vérifiée par qRT-PCR et Western 
Blot dans les mastocytes (vu précédemment, Figure 44A/B). 
Nous constatons qu’au niveau transcriptionnel et protéique Kif5b 
n’est pas exprimée. De plus, nous n’observons aucune 
surexpression de Kif5a et Kif5c (les isoformes neuronaux de la 
kinésine-1).
La kinésine-1 est une protéine tétramérique constituée de 
deux chaînes légères et de deux chaînes lourdes. Nous avons pu 
constater que Kif5b est l’isoforme majoritaire de la chaîne lourde, 
quand est-il de la chaîne légère? Par qRT-PCR, on peut observer que 
KLC1 est l’isoforme de la chaîne légère exprimée majoritairement 
dans les mastocytes. KLC2 et KLC3 sont quand à eux faiblement 
exprimées (Figure 51). 
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Figure 51: Quantification relative de 
l’expression  de  KLC1,  KLC2  et 
KLC3  par  qRT-PCR  dans  des 
BMMC  contrôles  et  cKOKif5b. 
L’extraction  d’ARN  et  la  Reverse 
Transcription sont  réalisées  sur  1.106 
de  cellules.  L’expression  de  chaque 
gène  a  été  normalisée  en  utilisant 
comme  valeur  de  référence 
l’expression  de  l’ARN18s. 
L’expression  à  ensuite  été  normalisé 
par rapport au gène le plus fortement 
exprimé. Les résultats correspondent à 
la  moyenne  (+  SEM)  de  3 
expériences.  Test  statistique  utilisé: 
ANOVA (Prism). 
2- Numération du nombre de mastocytes dans la souris cKOKif5b:
Pour pouvoir procéder aux études in vivo, le nombre de mastocytes dans la souris 
cKOKif5b à l’état basal a tout d’abord été contrôlé. Pour cela des coupes histologiques de peau de 
souris contrôles et déficientes pour la kinésine-1 ainsi qu’un marquage au bleu de toluidine, qui 
met en évidence les mastocytes (coloration de l’héparine présente au sein des granules des 
mastocytes conjonctifs), ont été réalisés. Après numération des mastocytes dans la peau, nous 
n’observons aucune différence entre la souris contrôle et cKOKif5b (Figure 52 A/B).
Le nombre de mastocytes présents au sein de la cavité péritonéale des souris contrôles 
et déficientes pour la kinésine-1 a aussi été analysé. Pour cela, des lavages au PBS de la cavité 
péritonéale ainsi qu’un marquage des récepteurs FcεRI et Kit pour l’identification des mastocytes 
(FcεRI+/ Kit+) par cytométrie en flux sont réalisés. Après numération, on constate que le 
pourcentage de mastocytes présents dans la cavité péritonéale est le même entre la souris 
contrôle et cKOKif5b (Figure 52 C).
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Figure  52:  Quantification  du  nombre  de  mastocytes  dans  les  souris 
contrôles et cKOKif5b. (A) Coupes histologiques de la peau du dos de souris 
contrôles et cKOKif5b marquées au bleu de toluidine. Les flèches indiquent les 
mastocytes.  (B)  Quantification des coupes histologiques de peau en nombre 
absolu de mastocytes / mm2. (C) Analyse par cytométrie en flux du nombre de 
mastocytes  (FcεRI+,  Kit+)  présents  dans  la  cavité  péritonéale  des  souris 
contrôles et cKOKif5b après des lavages successifs de la cavité péritonéale. Les 
résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 3 expériences pour le peau et 
de 5 expériences pour la cavité péritonéale.
3- Analyse de la capacité de différenciation des mastocytes cKOKif5b:
Avant toute étude fonctionnelle, la capacité de ces BMMC à se différencier in vitro a été 
analysée. Pour cela après les 5 semaines de culture, les BMMC sont lavés puis marqués avec les 
marqueurs de différenciation Kit et FcεRI pour les différencier des progéniteurs hématopoïétiques 
(Kit- FcεRI-) et des progéniteurs immatures (Kit+ FcεRI-). Les mastocytes maturent expriment 
quand à eux fortement le récepteur Kit et FcεRI à leur surface. La quantification est ensuite 
réalisée par cytométrie en flux. On constate que la différenciation des mastocytes in vitro n’est pas 
affectée par l’absence de kinésine-1. En effet, les BMMC cKOkif5b expriment à leur surface la même 
quantité de récepteurs Kit et FcεRI comparé à une souris contrôle (Figure 53). 
Ces différents résultats indiquent que la kinésine-1 n’est pas nécessaire au 
développement in vitro (Figure 53) et in vivo (Figure 52) des mastocytes. De plus elle ne semble 
pas être impliquée dans la migration des mastocytes en direction des tissus périphériques (Figure 
52).
B- Implication de la kinésine-1 dans le transport et la sécrétion des granules 
de sécrétion mastocytaires: 
Le processus de transport des granules de sécrétion au sein des mastocytes est peu 
connu, cependant il est déjà clairement établi que ce processus nécessite l’intervention de la 
GTPase Rab27b (Mizuno 2007) et du réseau de microtubules (Nishida 2005). Etant donné le lien 
moléculaire existant entre Rab27b et la kinésine-1, nous supposons que la kinésine-1 pourrait être 
le moteur moléculaire qui permettrait la translocation des granules jusqu’à la membrane plasmique 
suite à une interaction avec Rab27b initialement présent sur les granules. 
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Figure  53:  Analyse  de  la  capacité  de  différenciation  des 
BMMC  contrôles  et  cKOKif5b.  Les  BMMC  contrôles  et 
cKOKif5b  ont  été  marqués  par  les  anticorps  anti  FcεRI et  Kit 
après 5 semaines de culture puis analysés par cytométrie en flux. 
Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences réalisées.
1- Analyse de la capacité de sécrétion des mastocytes: Test de la libération de β-
Hexosaminidase
Afin de déterminer l’implication de la kinésine-1 dans la sécrétion des granules de 
sécrétion mastocytaires, le relargage de β-hexosaminidase après activation des mastocytes (Voie 
FcεRI) dans le surnageant a été quantifié au cours du temps par ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay). Pour cela, les BMMC contrôles et cKOkif5b ont été sensibilisés sur la nuit 
avec un anticorps IgE anti-DNP puis activés par l’administration de l’allergène DNP-human serum 
albumin (HSA) sur des durées allant de 0,5 min à 30 min). On peut ainsi observer que la quantité 
de β-hexosaminidase relarguée au cours du temps est moindre dans la souris cKOkif5b comparé à 
la souris contrôle. L’écart semble néanmoins s’amoindrir aux temps 10 min et 30 min, ce qui 
s’expliquerait par l’épuisement des BMMC contrôles qui ont fini de dégranuler (Figure 54).
2- Analyse du recrutement des granules à la membrane: microscopie confocale
Pour confirmer ces résultats, des expériences d’immunofluorescence ont été menées afin 
d’analyser la cinétique de recrutement des granules de sécrétion. Ainsi les BMMC contrôles et 
cKOkif5b ont été sensibilisés sur la nuit avec un anticorps IgE anti-DNP puis activés par 
l’administration de l’allergène DNP-HSA durant 10 min ou 30 min. Pour suivre la localisation des 
granules au cours du temps ces derniers ont été marqués à l’aide d’un anticorps anti-STX3 (La 
syntaxine présente sur la membrane des granules (Guo 1998)).
En condition non stimulée, les granules sont répartis de manière homogène dans les 
BMMC contrôles et déficients. Cependant, 10 min après activation, alors que 80% des BMMC 
contrôles expriment un marquage STX3 membranaire, indiquant des évènements de translocation 
et de fusion des granules, seulement 15% des cellules cKOkif5b ont un marquage périphérique. 
Après 30 min d’activation, la proportion de BMMC cKOkif5b qui possède un marquage STX3 
périphérique augmente jusqu’à 50% mais reste néanmoins significativement plus bas que dans les 
BMMC contrôles. L’absence de kinésine-1 affecte donc les mastocytes dans leur capacité à 
transloquer et sécréter leurs granules (Figure 55). 
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Figure 54: Analyse du relargage de la β-hexosaminidase dans les 
BMMC contrôles  et  cKOKif5b.  Les  BMMC contrôles  et  cKOKif5b 
sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène 
DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 0,5/1/2/3/10 ou 30 min. Les 
résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 10 expériences. 
Test statistique utilisé: t test (Prism).
3- Analyse du comportement des granules mastocytaires: microscopie TIRF
Le comportement de ces granules au cours du temps a été étudié par microscopie TIRF. 
Les évènements de translocation et de fusion qui se déroulent à la membrane plasmique peuvent 
ainsi être observés. 
Afin de suivre les granules sécrétoires en temps réel par microscopie TIRF, il a fallu tout 
d’abord trouver un marqueur adéquat. Ainsi, nous avons pu constater que le marqueur wheat germ 
agglutinin (WGA) précédemment utilisé pour marquer les granules cytotoxiques dans les LTc 
(Sepulveda 2015) constitue un bon marqueur des granules de sécrétion des mastocytes. En effet, 
après un marquage au WGA conjugué à l’Alexa-488 puis après une chasse de 18h, on peut 
constater que le marquage WGA se retrouve dans le lumen des granules marquées au STX3 
(Figure 56A). De plus, nous avons pu vérifier préalablement que le marquage WGA a été 
internalisé de la même façon entre les deux conditions par cytométrie en flux. La même 
quantification du marqueur WGA est ainsi observée (Figure 56B).
Une fois le marqueur des granules sécrétoires identifié, les BMMC marqués au WGA ont 
été sensibilisés sur la nuit avec un anticorps IgE anti-DNP puis placés sur des lamelles coatées 
avec de la fibronectine. Directement après l’ajout de l’allergène, et ce durant 15 min, les cellules 
sont enregistrées et les évènements de transport terminal/ fusion dit de docking sont quantifiés. 
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Figure  55:  Analyse  du  recrutement  des  granules  mastocytaires  dans  les  BMMC  contrôles  et 
cKOKif5b. (A) Les BMMC contrôles et cKOKif5b une fois adhérés aux lamelles coatées en fibronectine 
sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée 
de  10  ou  30  min.  Une  condition  non  stimulée  est  aussi  réalisée.  Les  cellules  sont  ensuite  fixées, 
perméabilisées, marquées avec l’anticorps anti-STX3 puis analysées au microscope confocal. La barre 
d’échelle représente 2 µm. (B) Le nombre de cellules qui possédaient un marquage STX3 membranaire à 
ensuite été quantifié. Ces expériences ont été réalisées 3 fois et plus de 100 cellules distribuées à des 
endroits différents de la lamelle ont été analysées à chaque expérience. Les résultats correspondent à la 
moyenne (+ SEM) de 3 expériences. Test statistique utilisé: t test (Prism).
On constate que, chez le contrôle, les évènements de docking deviennent détectables à 
partir de 8 min et ce jusqu’à la fin de l’acquisition. Concernant les BMMC cKOKif5b, très peu 
d’événements de docking sont détectés et les quelques évènements qui peuvent apparaître ne le 
font qu’à partir de 13 min. En l’absence de kinésine-1 nous avons donc un délai dans le processus 
de sécrétion des granules de sécrétion mais aussi une réduction de la quantité de granules 
sécrétés (Figure 56C/D), ce qui confirme les précédents résultats observés dans les expériences 
de relargage de β-hexosaminidase et de microscopie confocale. 
La kinésine-1 semble donc être directement impliquée dans le processus de translocation 
et de sécrétion des granules sécrétoires au sein des mastocytes in vitro. 
4- Analyse de la capacité de sécrétion des mastocytes in vivo : choc anaphylactique
Pour étudier le rôle de la kinésine-1 in vivo, des expériences de choc anaphylactique ont 
été réalisées sur les souris contrôles et cKOKif5b. Pour cela les souris ont été sensibilisées durant 
24h avec un anticorps IgE anti-DNP puis traitées avec l’allergène DNP-HSA par des injections en 
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Figure 56: Analyse du comportement des granules mastocytaires dans les BMMC contrôles et cKOKif5b. (A) Les BMMC 
contrôles et cKOKif5b sont marqués au WGA couplé à l’Alexa-488 puis un chasse de 18h est réalisée. Les BMMC sont ensuite 
mis en contact avec les lamelles coatées en fibronectine, puis une fois adhérés les BMMC sont fixés, perméabilisés et enfin 
marqués avec un anticorps anti-STX3. L’analyse est réalisée au microscope confocale (B) Les BMMC contrôles et cKOKif5b 
sont marqués au WGA couplé à l’Alexa-488 puis un chasse de 18h est réalisée. La quantification du marquage est réalisée par 
cytométrie en flux. (C) Les BMMC contrôles et cKOKif5b sont marqués au WGA couplé à l’Alexa-488 puis un chasse de 18h 
est réalisée. Les BMMC sont ensuite mis en contact avec les lamelles coatées en fibronectine, puis une fois adhérés les BMMC 
sont ensuite sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml). Les événements de docking 
sont enregistrés durant 15 min après l’ajout de l’allergène au microscope TIRF. (D) Quantification des évènements de docking 
observés pendant les expériences de TIRF. Les résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 3 expériences pour les 
figures A et B. 20 cellules sont analysées par conditions sur 4 expériences indépendantes pour les résultats du TIRF. Test 
statistique utilisé: t test (Prism). La barre d’échelle représente 2 µm.
intraveineuse. Suite à ces administrations, les mastocytes relarguent massivement le contenu de 
leurs granules, ce qui conduit au choc anaphylactique caractérisé par une baisse soudaine de la 
température. La température des souris ainsi que le relargage de MCPT-1 (Mast cell specific 
protease-1) dans le serum ont été monitorés afin de caractériser la sévérité du choc 
anaphylactique. 
On peut ainsi constater que durant les phases précoces du choc anaphylactique les 
souris déficientes pour la kinésine-1 et les souris contrôles se comportent de la même façon. Par 
contre, durant les phases plus tardives du choc anaphylactique la diminution de température est 
moins importante dans les souris cKOKif5b comparé aux souris contrôles (Figure 57A). Concernant 
le relargage de MCPT-1, on peut observer une diminution de la quantité de MCPT-1 dans le sérum 
des souris cKOKif5b comparé aux souris contrôles, ce qui traduit un défaut de dégranulation in vivo 
(Figure 57B). Ainsi les souris déficientes en kinésine-1 sont plus résistantes aux chocs 
anaphylactiques.
C- Implication de la kinésine-1 dans les voies de sécrétion des cytokines et 
d’activation via le récepteur FcεRI:
1- Analyse de la capacité de sécrétion des cytokines:
La voie de signalisation induite par l’activation du récepteur FcεRI, en plus de déclencher 
la sécrétion des granules sécrétoires, conduit à la synthèse et sécrétion de diverses cytokines 
importantes pour les réponses inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-6 ou le MCP1 (CCL2). Nous 
voulions donc savoir si la kinésine-1 pouvait être impliquée dans la sécrétion de ces cytokines. 
Pour cela les BMMC contrôles et cKOKif5b ont été stimulés durant 3h via le récepteur FcεRI et la 
quantité de cytokine sécrétée dans le surnageant à ensuite été dosée. On peut ainsi constater que 
la quantité de cytokine sécrétée, que ce soit pour le TNF-α, l’IL-6 ou le MCP1, est comparable 
entre la souris contrôle et cKOKif5b (Figure 58). La kinésine-1 ne semble donc pas être impliquée 
dans la sécrétion des cytokines.
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Figure 57: Analyse de la dégranulation mastocytaire in vivo dans les souris contrôles et cKOKif5b. (A) 5 souris 
contrôles et 5 souris cKOKif5b sont sensibilisées avec les IgE anti-DNP (1 µg/g) puis 24h après l’allergène DNP-HSA 
(500 µg) est administré aux souris. (A) Suivi de la température des souris au cours du choc anaphylactique. (B) Mesure 
de la quantité de MCPT-1 relarguée 1h après l’ajout de l’allergène. Test statistique utilisé: t test (Prism).
2- Analyse de la signalisation induite par le récepteur FcεRI:
Dans un second temps nous voulions savoir si la voie de signalisation en aval du 
récepteur FcεRI pouvait être affectée par l’absence de kinésine-1, altérant ainsi directement les 
capacités d’activation des mastocytes. Pour cela les capacités de phosphorylation des acteurs de 
cette voie de signalisation ont été étudiées suite à l’activation du récepteur FcεRI après une 
sensibilisation par les IgE puis par l’allergène DNP-HSA. Nous avons ainsi pu constater que la 
phosphorylation des proteines AKT et ERK n’était pas affectée par l’absence de kinésine-1. En 
effet la cinétique de phosphorylation est la même entre les mastocytes contrôles et cKOKif5b 
(Figure  59A). Enfin un test de flux calcique a été réalisé sur les mastocytes afin de confirmer 
cette première expérience d’activation mastocytaire. Les mastocytes sont donc marqués à l’indo-1 
puis sensibilisés avec les IgE et l’allergène DNP-HSA. Les variations de flux calcique au sein des 
mastocytes sont ensuite enregistrées. Suite à cette expérience nous avons pu confirmer que les 
mastocytes, en l’absence de kinésine-1, conservaient leurs capacités d’activation. Aucune 
différence n’a été observée entre les mastocytes contrôles et cKOKif5b concernant les variations de 
flux calcique induites suite à l’activation du récepteur FcεRI (Figure 59B).
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Figure 59: Analyse des capacités d’activation des BMMC contrôles et cKOKif5b.  (A) Les BMMC contrôles et 
cKOKif5b sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis stimulés avec l’allergène DNP-HSA (20ng/ml) durant différents 
temps. Les cellules sont ensuite lysées puis un Western Blot est réalisé afin de quantifier la phosphorylation de AKT et 
ERK. Les résultats sont représentatifs de 2 expériences indépendantes. (B) Les BMMC contrôles et cKOKif5b  sont 
sensibilisés avec les IgE anti-DNP, marqués à l’indo-1 puis stimulés avec l’allergène DNP-HSA. Les variations de flux 
calcique sont ensuite analysées en cytométrie. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. 
Figure 58: Analyse de la sécrétion des cytokines mastocytaires dans les BMMC contrôles et cKOKif5b. Les 
BMMC contrôles et cKOKif5b  sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis stimulés avec l’allergène DNP-HSA 
(20ng/ml). 3h après l’activation les cytokines TNF-α, IL-6 et MCP1 sont dosées dans le surnageant par Elisa. Les 
résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 2 expériences.
On peut donc conclure que la kinésine-1 n’est pas impliquée dans le processus 
d’activation mastocytaire. Ainsi le défaut de dégranulation observé en l’absence de kinésine-1 ne 
serait pas dû à un défaut d’activation. C’est donc bien le mécanisme de dégranulation qui est en 
cause ici. 
D- Caractérisation du complexe moléculaire impliqué dans la sécrétion des 
granules de sécrétion:
La machinerie moléculaire impliquée dans le mécanisme de sécrétion des granules reste 
encore inconnue. Les précédentes expériences nous ont permis de mettre en évidence 
l’implication de la kinésine-1 dans ce processus. Nous savons de plus, que la petite GTPase 
Rab27b est impliquée dans ce mécanisme (Mizuno 2007). Nous savons qu’il existe un lien 
moléculaire entre Rab27 et la kinésine-1. En effet, ce lien a déjà été décrit dans plusieurs modèles 
et selon le type cellulaire les molécules liant Rab27 à la kinésine-1 varient. Ainsi dans les LTc, la 
kinésine-1 se lie à Rab27a par l’intermédiaire de la molécule Slp3 et dans les neurones via les 
molécules Slp1 et CRMP2. Maintenant il nous reste à découvrir: quelle molécule permet de lier la 
kinésine-1 à Rab27 dans les mastocytes.
1- Identification des protéines impliquées dans le complexe Rab27/kinésine-1:
Afin d’identifier les protéines impliquées dans le complexe Rab27/kinésine-1 des 
expériences de qRT-PCR ont été réalisées. On peut tout d’abord constater que l’expression de 
Rab27a est minoritaire comparée à celle de Rab27b. Rab27b est donc l’isoforme prépondérant 
retrouvé dans les mastocytes. Nous avons ensuite regardé l’expression des protéines appartenant 
à la famille des Slp, connues pour interagir avec Rab27 mais aussi avec la kinésine-1 (Kurowska 
2012). Nous constatons alors que Slp3 et Slp2 semblent être les deux représentant de la famille 
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Figure 60: Exemple de molécules adaptatrices liant Rab27 à la kinésine-1 dans les LTc et neurones. 
des Slp au sein des mastocytes. Néanmoins l’expression de Slp2 est très minoritaire comparé à 
celle de Slp3 (Figure 61A). 
Ce dernier résultat se confirme quand on étudie la présence des protéines Slp2 et Slp3 
dans un lysat de mastocyte par Western Blot. En effet alors que la protéine Slp3 est facilement 
détectable dans les mastocytes, la protéines Slp2 n’est, elle, pas détectée (Figure 61B). 
Il semblerait donc que Slp3 soit le meilleur candidat éligible au rôle de protéine assurant 
le lien entre Rab27b et la kinésine-1 dans les mastocytes. Nous focaliserons donc nos futures 
études dans l’analyse de ce complexe.
2- Expérience de dominant négatif et de complémentation: 
Pour faciliter la quantification de l’efficacité de dégranulation, l’analyse est réalisée par 
cytométrie en flux en suivant le recrutement de CD63 (Lamp3) à la surface des cellules. En effet 
CD63 se trouvant sur la membrane des granules, il se retrouve à la surface des cellules suite au 
processus de dégranulation. C’est ainsi que l’on a pu de nouveau confirmer le défaut de 
dégranulation observé dans les mastocytes cKOKif5b. En effet, les mastocytes contrôles ont un 
pourcentage de dégranulation de 62,3% alors que les mastocytes cKOKif5b  ont un pourcentage de 
dégranulation de seulement 13% (Figure 62).
Afin de confirmer l’implication de la kinésine-1 dans le processus de dégranulation des 
mastocytes, des expériences de dominant négatif et de complémentation ont été réalisées. Des 
mastocytes contrôles ont ainsi été transfectés à l’aide d’un dominant négatif de la chaîne lourde de 
la kinésine-1 (Kurowska 2012) et testés pour leur capacité de degranulation.   Des BMMC sont 
aussi transfectés avec une construction GFP comme contrôle et seulement les cellules GFP+ sont 
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Figure  61:  Analyse  de  l’expression  des  molécules  adaptatrices  potentielles.  (A)  Quantification  de 
l’expression  de  Rab27a,  Rab27b,  Slp1,  Slp2,  Slp2,  Slp4  et  Slp5.  L’extraction  d’ARN et  la  Reverse 
Transcription sont réalisées sur 1.106 de cellules. L’expression de chaque gène a été normalisée en utilisant 
comme valeur de référence l’expression de l’ARN18s. L’expression à ensuite été normalisé par rapport au 
gène le plus fortement exprimé. Les résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 3 expériences. (B) 
Analyse de l’expression des protéines Kif5b, Slp3, Slp2 et Rab27b par Western Blot.  L’extraction des 
protéines est réalisée sur 10.106. 40 µg de protéine sont déposées par puits. La révélation des protéines est 
réalisée grâce aux anticorps primaires anti-Kif5b, anti-Slp3, anti-Slp2, anti-Rab27b puis secondaire HRP. 
Le résultat est représentatif des 3 expériences réalisées.
analysées pour calculer le pourcentage de dégranulation. Nous avons alors pu observer que les 
mastocytes contrôles, qui dégranulaient à hauteur de 61%, n’ont plus que 26% de dégranulation 
quand on les transfectent avec la construction du dominant négatif de Kif5b (Figure 63A). 
Par ailleurs, quand on réexprime la kinésine-1 dans des mastocytes cKOKif5b avec la 
construction Kif5b, on passe d’une dégranulation de 14,5% à 57%. Il y a donc eu une restauration 
de la capacité de dégranulation des mastocytes après réintroduction de la kinésine-1 (Figure 
63B). Ces expériences de complémentation et de dominant négatif nous confortent donc dans 
l’idée que la kinésine-1 est essentielle au processus de translocation des granules de sécrétion en 
direction de la membrane plasmique. 
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Figure 62: Analyse de la dégranulation des BMMC contrôles et cKOKif5b par cytométrie en flux. Les BMMC 
contrôles et cKoKif5b sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis stimulés avec l’allergène DNP-HSA (20ng/ml) 
durant 10 min. Une condition non stimulée est aussi réalisée. Après une fixation puis un marquage au CD63, les 
BMMC GFP+ sont analysés pour leur expression de CD63 à la surface des cellules par cytométrie en flux. Le 
résultat est représentatif des 5 expériences réalisées.
Figure 63: Expérience de dominant négatif et de complémentation (A) Les BMMC contrôles sont transfectés avec la 
construction GFP (Contrôle) ou GFP-Kif5b DN. Puis 48h après les BMMC sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis 
stimulés avec l’allergène DNP-HSA (20ng/ml) durant 10 min. Une condition non stimulée est aussi réalisée. Après une 
fixation puis un marquage au CD63, les BMMC GFP+ sont ensuite analysés pour leur expression de CD63 à la surface des 
cellules par cytométrie en flux. L’expression est quantifiée en analysant la delta MFI. Le résultat est représentatif des 3 
expériences réalisées. (B) Même expérience qu’en A sauf que ce sont des BMMC cKoKif5b transfectées avec la construction 
GFP-Kif5b. Test statistique utilisé: t test (Prism).
3- Etude de l’implication de Slp3:
L’implication de Slp3 a ensuite été mise en évidence par des expériences de siRNA. Pour 
cela les mastocytes ont été transfectés avec des siRNA dirigés contre Slp3 ou un siRNA contrôle 
et un plasmide codant pour la GFP. Des tests de dégranulation sont ensuite réalisés (48h après) 
en ne prenant en compte que les cellules transfectés GFP+ pour l’analyse.
Nous avons ainsi pu démontrer dans un premier temps l’efficacité des siRNA utilisés par 
Western Blot. On observe bien une diminution de la quantité de protéine Slp3 dans les mastocytes 
(Figure 64A). Il convient de noter que le Western Blot n’a pas été réalisé sur des cellules 
transfectés GFP+ triées mais sur l’ensemble des cellules (transfectées et non transfectées). Ainsi 
même si l’efficacité de transfection est d’environ 50% on s’attendrait à avoir des résultats encore 
plus flagrants sur des cellules GFP+ triées.
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Figure 64: Test siRNA anti-Slp3 (A) Analyse de l’expression des protéines Slp3 et Tubuline par Western Blot. 
L’extraction des protéines est réalisée sur 4.106 de BMMC transfectés avec les siRNA contrôles ou siSlp3. 40 µg 
de protéine sont déposées par puits. La révélation des protéines est réalisée grâce aux anticorps primaires anti-
Slp3 et anti-Tubuline puis avec le secondaire HRP. (B et C)  Les BMMC contrôles sont transfectés avec la 
construction GFP et siContrôle ou siSlp3. Puis 48h après les BMMC sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP 
puis  stimulés  avec  l’allergène  DNP-HSA (20ng/ml)  durant  10  min.  Une  condition  non  stimulée  est  aussi 
réalisée.  Après une fixation puis un marquage au CD63, les BMMC GFP+ sont ensuite analysés pour leur 
expression de CD63 à la surface des cellules par cytométrie en flux. L’expression est quantifiée en analysant la 
delta MFI. Le résultat est représentatif des 3 expériences réalisées. Test statistique utilisé: t test (Prism).
Les analyses de dégranulation par cytométrie ont ensuite été réalisées sur les mastocytes 
transfectés avec les siRNA anti-Slp3 et contrôle. Suite à ces expériences, nous observons un 
défaut de dégranulation quand Slp3 se retrouve neutralisé par les siRNA. On passe de 47,7% de 
dégranulation pour le siRNA contrôle à 19,4% et 5,05% pour les siRNA anti-Slp3 (Figure 64B et 
C).
Ces résultats ont ensuite été confirmés par microscopie confocale. Après une 
sensibilisation des mastocytes transfectés aux IgE/DNP-HSA (10 et 30 min) le processus de 
dégranulation a été suivi grâce au marqueur STX3 précédemment utilisé. A noter que seules les 
cellules GFP+ ont été prises en considération pour cette analyse. 
Nous constatons une fois de plus ici que les mastocytes transfectés avec le siRNA 
contrôle sont capables d’assurer une dégranulation normale alors que les mastocytes transfectés 
avec les siRNA Slp3 ont un défaut de dégranulation important à 10 et 30 min (Figure 65A et B).
Pour conclure, ces expériences de siRNA nous indiquent que Slp3 est, lui aussi, impliqué 
dans le processus de dégranulation et donc ferait partie de la machinerie moléculaire concernée, 
tout comme Rab27b et la kinésine-1.
4- Etude de la localisation de Rab27b, Slp3 et kinésine-1 dans les mastocytes:
Avant d’étudier les interactions possibles entre Rab27b, Slp3 et la kinésine-1 il est 
important de savoir où ils se trouvent au sein du mastocyte et cela avant et après le processus de 
dégranulation. Pour cela les mastocytes contrôles et cKOKif5b ont été transfectés avec les 
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Figure 65: Test siRNA anti-Slp3 par microscopie confocale. (A et B) Les BMMC contrôles sont transfectés avec la 
construction  GFP et  siContrôle  ou  siSlp3.  Puis  48h  après  les  BMMC  une  fois  adhérés  aux  lamelles  coatées  en 
fibronectine sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 
10 min ou 30 min. Une condition non stimulée est  aussi  réalisée.  Les cellules sont ensuite fixées,  perméabilisées, 
marquées avec l’anticorps anti-STX3 puis analysées au microscope confocal. La barre d’échelle représente 2 µm. Les 
résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 2 expériences plus de 30 cellules ont été analysées par expérience sur 
des zones distinctes. Test statistique utilisé: t test (Prism).
constructions Rab27b-GFP et Slp3-Dsred. Deux jours après, les mastocytes sont sensibilisés ou 
non avec l’IgE/DNP-HSA pour induire une dégranulation. Un marquage STX3 est ensuite réalisé 
pour suivre l’efficacité de dégranulation. 
Ce que l’on peut tout d’abord observer, c’est que Rab27b et Slp3 colocalisent dans les 
mastocytes contrôles (Slp3/Rab27b 73,90% ± 2,54% de colocalisation) en condition non stimulée. 
De plus, ces deux protéines colocalisent aussi avec le marqueur STX3 (STX3/ Rab27b-Slp3 
73,22% ± 5,56% de colocalisation), ce qui veut dire que ces deux protéines se situent au niveau 
des granules de sécrétion. Par ailleurs,  quand on observe la localisation de ces protéines après 
dégranulation, on remarque que Rab27b, Slp3 et STX3 ont été recrutées au niveau de la 
membrane plasmique mais que ces protéines colocalisent toujours (STX3/Rab27b-Slp3 70,9% ± 
4,7% de colocalisation). 
Concernant les mastocytes cKOKif5b on observe toujours la colocalisation entre Rab27b, 
Slp3 et STX3 mais le complexe n’est pas recruté en périphérie suite à l’activation des mastocytes. 
En effet, on observe encore une fois un défaut de dégranulation: Rab27b, Slp3 et STX3 ne sont 
pas recrutés à la membrane plasmique car les granules sont restés contenus dans le cytoplasme 
des mastocytes avec Rab27b, Slp3 et STX3 à leur surface (Figure 66). 
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Figure 66: Analyse de la localisation de Rab27 et Slp3 par microscopie confocale.  Les BMMC contrôles et cKoKif5b 
sont transfectés avec les constructions Rab27b-GFP ou Slp3-Dsred. Puis 48h après les BMMC une fois adhérés aux 
lamelles coatées en fibronectine sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/
ml)  sur  une  durée  de  10  min.  Une  condition  non  stimulée  est  aussi  réalisée.  Les  cellules  sont  ensuite  fixées, 
perméabilisées,  marquées  avec  l’anticorps  anti-STX3  puis  analysées  au  microscope  confocal.  La  barre  d’échelle 
représente 2 µm. Les résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 2 expériences plus de 30 cellules ont été 
analysées par expérience sur des zones distinctes. Test statistique utilisé: t test (Prism).
En ce qui concerne la localisation de la kinésine-1, les mastocytes contrôles et cKOKif5b 
ont été marqués à l’aide d’un anticorps anti-Kif5b et anti-tubuline puis stimulés (IgE/DNP-HSA) ou 
non pour induire la dégranulation. En condition contrôle non stimulée, le marquage de la 
kinésine-1 colocalise avec celui de la tubuline. En effet la kinésine-1 est surtout retrouvée le long 
de la membrane plasmique et autour du centre organisateur des microtubules, comme le 
marquage tubuline, ce qui semble logique car la kinésine-1 parcourt le réseau de microtubules 
pour assurer ses fonctions. Dans la condition cKOKif5b aucun marquage kinésine-1 n’est détecté ce 
qui confirme la spécificité de l’anticorps car dans ce modèle la kinésine-1 est absente. Une fois les 
mastocytes activés et suite à la dégranulation, la kinésine-1 est recrutée au niveau de la 
membrane plasmique au niveau de zones enrichies en tubuline que l’on appelle des protrusions 
(Figure 67A).
Dans un second temps nous nous sommes posés la question de l’importance de la 
kinésine-1 dans la réorganisation du cytosquelette. En observant la localisation du marquage de la 
tubuline dans les mastocytes cKOKif5b nous en sommes venus à la conclusion que l’absence de 
kinésine-1 n’affectait pas le processus de réorganisation des microtubules qui pouvait avoir lieu 
lors de la dégranulation. En effet, en condition non stimulée la tubuline se retrouve bien en majorité 
au niveau de la membrane plasmique et du centre organisateur des microtubules. Puis suite à 
l’activation des mastocytes, la tubuline se relocalise au niveau de la membrane plasmique et on 
voit apparaître les protrusions caractéristiques de la dégranulation des mastocytes (Figure 67B). 
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Figure 67: Analyse de la localisation de la kinésine-1 et étude de l’intégrité du réseau de microtubules.  Les 
BMMC contrôles et cKoKif5b une fois adhérés aux lamelles coatées en fibronectine sont sensibilisés avec les IgE anti-
DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 10 min. Une condition non stimulée est aussi 
réalisée. Les cellules sont ensuite fixées, perméabilisées, marquées avec l’anticorps anti-tubuline et anti-Kif5b ou anti-
tubuline  et  anti-STX3  puis  analysées  au  microscope  confocal.  La  barre  d’échelle  représente  2  µm. Les  résultats 
correspondent à la moyenne (+ SEM) de 2 expériences plus de 30 cellules ont été analysées par expérience sur des 
zones distinctes. Test statistique utilisé: t test (Prism).
Kif5b 488
En conclusion, Rab27b et Slp3 sont localisées au niveau des granules de sécrétions 
(colocalisation avec STX3) et la kinésine-1 au niveau des microtubules (colocalisation avec la 
tubuline). Puis suite au processus de dégranulation Rab27b, Slp3 et la kinésine-1 se retrouvent 
colocalisées au niveau du lieu de sécrétion des granules: la membrane plasmique. De plus la 
formation et la réorganisation du réseau de microtubules ne sont pas affectées par l’absence de 
kinésine-1. 
5- Etude des interactions entre Rab27b, la kinésine-1 et Slp3: 
Dans le but d’identifier les interactions possibles entre Rab27b, la kinésine-1 et Slp3, 
différentes combinaisons de protéines couplées (Flag et GFP) ont été surexprimées dans des 
cellules 293T HEK puis des expériences d’immunoprécipitation ont été menées. 
Quand on surexprime Rab27b-Flag avec Slp3-GFP et qu’on réalise une expérience d’ 
immunoprécipitation avec un anticorps anti-Flag, on peut mettre en évidence l’interaction entre 
Rab27b et SLP3 (Figure 68A). 
Afin d’étudier l’interaction de Slp3 et Rab27b avec la kinésine-1 les 293T HEK ont été 
transfectés avec Rab27b-Flag, Slp3-GFP et avec soit la chaîne lourde (Kif5b) soit la chaîne légère 
(KLC1) de la kinésine-1. Les immunoprécipitations ont ensuite été réalisés sur des 293 HEK non 
stimulées ou stimulées à la PMA/ionomycine. Nous avons ainsi pu observer que Slp3 interagissait 
avec la kinésine-1 et en particulier avec sa chaîne légère KLC1 en condition non stimulée et 
stimulée dans les 293T HEK. Au contraire Rab27b lui est incapable d’interagir directement avec la 
kinésine-1 (Figure 68B et 68C). En conclusion Slp3 est capable d’interagir avec la kinésine-1 via 
sa chaîne légère KLC1 et Rab27b a lui besoin de molécules intermédiaires pour interagir avec la 
kinésine-1.
!122
Figure 68: Expérience de co-immunoprécipitation dans les 293-T HEK. (A) Flag-Rab27 et GFP-Slp3 ont été coexprimés 
dans les 293T. Les lysats cellulaires ont ensuite été co-immunoprécipités avec un anticorps anti-Flag et séparés par SDS-
PAGE. La révélation se fait avec des anticorps anti-Flag et anti-GFP. (B et C) Flag-Rab27b, Flag-Slp3 et GFP-Kif5b ou alors 
GFP-KLC1 ont été coexprimés dans les 293-T. Les cellules ont été stimulées ou non avec la PMA/ionomycine. Les lysats 
cellulaires ont ensuite été co-immunoprécipités avec un anticorps anti-Flag et séparés par SDS-PAGE. La révélation se fait 
avec des anticorps anti-Flag et anti-GFP. Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes.
De nouvelles expériences de co-immuoprécipitation endogènes ont ensuite été réalisées 
dans des mastocytes activés (IgE/DNP-HSA) ou non grâce à un anticorps anti-Rab27b. En 
condition non stimulée et stimulée on observe comme précédemment une interaction entre Slp3 et 
Rab27b. Néanmoins concernant la kinésine-1, en condition non stimulée la kinésine-1 n’interagit 
pas avec le complexe Rab27b/Slp3. C’est seulement une fois les mastocytes activés que l’on voit 
le complexe Rab27b/Slp3/kinésine-1 se former (Figure 69). On en déduit donc que, comparé à ce 
qu’on observe dans les 293T HEK, le complexe Rab27b/slp3/kinésine-1 à besoin d’un signal 
d’activation pour se former.
Effectivement, il a déjà été décrit dans la littérature que l’activité de la kinésine-1 est 
régulée pour éviter les hydrolyses d’ATP inutiles. Ainsi la kinésine-1 peut adopter une conformation 
inactive, compactée, où ses chaînes légères se retrouvent coincées entre les domaines moteurs 
évitant ainsi toute fixation de cargos et tout mouvement de la kinésine-1. Ainsi, c’est suite à un 
signal d’activation que la kinésine-1 adopterait une conformation active linéaire et serait ainsi 
capable de déplacer les cargos qu’elle fixerait (Voir discussion).
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Figure 69:  Expérience de co-immunoprécipitation (Rab27b)  en endogène. 
Les BMMC (50.106) ont été sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés ou 
non par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 15 min. Les cellules 
sont  ensuite lysées et  co-immunoprécipitées avec un anticorps anti-Rab27b et 
séparées par SDS-PAGE. La révélation se fait avec des anticorps anti-Kif5b, anti-
Slp3  et  anti-Rab27b.  Ces  résultats  sont  représentatifs  de  3  expériences 
indépendantes.
Figure 70: Régulation de l’activité de la kinésine-1 par le signal d’activation
C’est l’hypothèse que nous émettons concernant notre modèle. Rab27b et Slp3 seraient 
présents au niveau des granules sécrétoires. La kinésine-1 serait, elle, présente sur les 
microtubules. Puis suite à l’activation induite via le récepteur FcεRI, la kinésine-1 changerait de 
conformation et serait alors capable de recruter le complexe Rab27b/Slp3.
6- Etude de la voie de signalisation impliquée dans la formation du complexe Rab27/
Slp3/kinésine-1: 
Nous avons vu précédemment dans l’introduction que deux voies de signalisation ont été 
décrites comme impliquées dans le mécanisme de dégranulation. Une première voie impliquant la 
PI3K qui serait importante pour la translocation des granules et une seconde impliquant la 
mobilisation de calcium, importante pour la fusion des granules avec la membrane plasmique 
(Figure 71).
Etant donné que la kinésine-1 serait plutôt impliquée dans le processus de translocation 
des granules à la membrane plasmique, nous émettons donc l’hypothèse que la voie de 
signalisation qui serait impliquée dans la formation du complexe Rab27b/Slp3/kinésine-1 serait 
plutôt dépendante de la voie PI3K. Pour tester cette hypothèse nous avons donc traité les 
mastocytes avec deux drogues différentes: le LY2940022 (un inhibiteur de la PI3K) et Bapta (un 
chélateur intracellulaire).
Nous avons dans un premier temps vérifié par cytométrie que ces deux drogues 
conduisaient bien à un défaut de dégranulation dans les mastocytes. Et en effet, nous observons 
bien une altération des capacités de dégranulation dans les mastocytes traités avec le LY2940022 
ou par le chélateur Bapta. On passe de 59,9% de dégranulation en condition contrôle à 1,39% et 
5,04% pour les conditions LY2940022 et Bapta respectivement (Figure 72A). Concernant la 
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Figure 71: Voies de signalisation impliquées dans la translocation et dans la fusion des granules de sécrétion
formation du complexe Rab27b/Slp3/kinésine-1, on constate que le complexe est en mesure de se 
former dans la condition contrôle et avec le chelateur Bapta. Cependant la kinésine-1 ne se lie pas 
à Rab27b/Slp3 en présence de l’inhibiteur de la PI3K (LY2940022) (Figure 72B). De plus, quand 
on observe par imagerie la localisation des granules de sécrétions grâce au marqueur STX3, on 
remarque qu’en présence de bapta les granules ont été capables d’effectuer une translocation en 
direction de la membrane plasmique. Néanmoins avec le LY2940022 les granules n’ont subi aucun 
mouvement de translocation. 
En conclusion, ces résultats vont de paire avec les résultats déjà publiés par les autres 
équipes (Nishida 2005). En effet, la voie dépendante du calcium ne serait pas impliquée dans le 
mécanisme de translocation des granules de sécrétion. En présence de Bapta, on voit bien une 
translocation des granules en direction de la membrane plasmique et la formation du complexe 
Rab27b/Slp3/kinésine-1 responsable de ce transport.  La voie PI3K, quand à elle, serait impliquée 
dans le mécanisme de translocation des granules de sécrétion. En effet, en présence de 
LY2940022, on observe un défaut dans le processus de transport des granules et le complexe 
Rab27b/Slp3/kinésine-1 n’est plus en mesure de se former.
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Figure 72: Analyse des voies de signalisation impliquées dans la formation du complexe Rab27/Slp3/kinésine-1. (A) Les 
BMMC sont incubées avec soit du DMSO (contrôle), du LY-294002 (100 µM) ou du Bapta (20 mM). Les BMMC sont ensuite 
sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis stimulés avec l’allergène DNP-HSA (20ng/ml) durant 10 min. Une condition non stimulée 
est aussi réalisée. Après une fixation puis un marquage au CD63, les BMMC sont analysés pour leur expression de CD63 à la 
surface des cellules par cytométrie en flux. Le résultat est représentatif des 3 expériences réalisées. L’expression est quantifiée en 
analysant la delta MFI. Test statistique utilisé: t test (Prism) (B) Après une pré-incubation avec les différentes drogues (comme en 
A) les BMMC (50.106) ont été sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée 
de 15 min. Les cellules sont ensuite lysées et co-immunoprécipitées avec un anticorps anti-Rab27b et séparées par SDS-PAGE. La 
révélation se  fait  avec  des  anticorps  anti-Kif5b,  anti-Slp3 et  anti-Rab27b.  Ces  résultats  sont  représentatifs  de  3  expériences 
indépendantes. (C) Après une pré-incubation avec les différentes drogues (comme en A), les BMMC une fois adhérés aux lamelles 
coatées en fibronectine sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 
10 min. Les cellules sont ensuite fixées, perméabilisées, marquées avec l’anticorps anti-tubuline et anti-STX3 puis analysées au 
microscope confocal. La barre d’échelle représente 2 µm. Les résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 2 expériences 
plus de 100 cellules ont été analysées par expérience sur des zones distinctes. Test statistique utilisé: t test (Prism).
7- Etude de la nécessité du réseau de microtubules dans la formation du complexe:
Une dernière question qui se pose est la nécessité l’intégrité du réseau de microtubules 
pour la mise en place du complexe Rab27b/Slp3/kinésine-1? Pour répondre à cette question, nous 
avons donc traité nos cellules avec le nocodazole, un agent dépolymérisant des microtubules. Tout 
d’abord comme attendu, en induisant la dépolymérisation des microtubules on induit un défaut de 
dégranulation des mastocytes (Nishida 2005). On passe de 50% de dégranulation à 9,43% en 
présence de nocodazole (Figure 73A) et ce résultat est confirmé par les expériences de 
microscopie confocale où l’on n’observe aucune translocation des granules de sécrétion en 
l’absence des microtubules (Figure 73C). Concernant la formation du complexe, on remarque par 
co-immunoprécipitation que la kinésine-1 est capable d’interagir avec Rab27b/Slp3 même quand 
le réseau de microtubules est altéré. La formation du complexe se ferait donc de manière 
indépendante par rapport au réseau de microtubules (Figure 73B).
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Figure  73:  Analyse  de  l’implication  du  réseau  de  microtubules  dans  la  formation  du  complexe  Rab27/Slp3/
kinesine-1. (A) Les BMMC sont incubées avec soit du DMSO (contrôle) ou du Nocodazole (20  µM). Les BMMC sont 
ensuite  sensibilisés  avec  les  IgE  anti-DNP puis  stimulés  avec  l’allergène  DNP-HSA (20ng/ml)  durant  10  min.  Une 
condition non stimulée est aussi réalisée. Après une fixation puis un marquage au CD63, les BMMC sont analysés pour leur 
expression de CD63 à la surface des cellules par cytométrie en flux. Le résultat est représentatif des 3 expériences réalisées. 
L’expression est quantifiée en analysant la delta MFI. Test statistique utilisé: t test (Prism) (B) Après une pré-incubation 
avec soit le DMSO soit le nocodazole, les BMMC (50.106) ont été sensibilisés avec les IgE anti-DNP puis activés par 
l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 15 min. Les cellules sont ensuite lysées et co-immunoprécipitées avec 
un anticorps anti-Rab27b et séparées par SDS-PAGE. La révélation se fait avec des anticorps anti-Kif5b, anti-Slp3 et anti-
Rab27b. Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. (C) Après une pré-incubation avec soit le DMSO 
soit le nocodazole, les BMMC une fois adhérés aux lamelles coatées en fibronectine sont sensibilisés avec les IgE anti-DNP 
puis activés par l’allergène DNP-HSA (20 ng/ml) sur une durée de 10 min. Les cellules sont ensuite fixées, perméabilisées, 
marquées avec l’anticorps anti-tubuline et anti-STX3 puis analysées au microscope confocal. La barre d’échelle représente 
2 µm. Les résultats correspondent à la moyenne (+ SEM) de 2 expériences plus de 100 cellules ont été analysées par 
expérience sur des zones distinctes. Test statistique utilisé: t test (Prism).
8- Conclusion: modèle proposé
A l’état basal, la protéine Rab27b associée à Slp3 serait présente au niveau des granules 
de sécrétion et la kinésine-1 serait localisée au niveau du réseau de microtubules mais sous une 
conformation inactive. Le mastocyte une fois activé via son récepteur FcεRI déclencherait la voie 
PI3K qui permettrait l’activation de la kinésine-1. La kinésine-1 passerait alors d’une conformation 
compacte, où les chaînes légères sont coincées entre les domaines moteurs, à une conformation 
linéaire active. La kinésine-1 serait alors en mesure d’interagir avec le complexe Rab27b/Slp3 et 
pourrait ainsi permettre la translocation des granules de sécrétion en direction de la membrane 
plasmique.
Les granules, une fois proche de la membrane plasmique, seraient alors finalement pris 
en charge par d’autres complexes moléculaires spécialisés, eux, dans la fusion et le relargage des 
granules vers le milieu extérieur (Vu dans l’introduction) (Figure 74). 
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Figure 74: Modèle proposé
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Discussion
 
Lymphocytes T cytotoxiques 
Contrairement au défaut de sécrétion des granules lytiques observé chez les LTc humains in 
vitro, notre modèle déficient pour la chaîne lourde de la kinésine-1 Kif5b est capable de relarguer 
ses granules cytotoxiques. Deux hypothèses peuvent être émises pour expliquer l’absence de 
défaut de sécrétion des granules lytiques dans les LTc de la souris cKOKif5b:
1- Compensation par d’autres kinésines:
Les différences observées entre l’homme et la souris pourraient être le fait de phénomènes 
de compensation par d’autres kinésines. En effet, chez l’homme les compensations n’ont peut-être 
pas le temps de se mettre en place lors des expériences de siRNA, alors que chez les souris 
inactivées constitutivement des phénomènes de compensation pourraient avoir lieu.  
On peut imaginer que les granules soient pris en charge par une ou plusieurs kinésines, 
autres que la kinésine-1, qui n’interagiraient pas seulement avec le granule lytique en recrutant 
Rab27a pour le transporter mais pourraient aussi interagir avec d’autres molécules comme 
d’autres Rab. Ces phénomènes de compensation sont très fréquents dans les modèles murins 
constitutivement inactivés, surtout si les protéines visées possèdent d’autres isoformes capables 
de prendre le relais. Dans notre cas, il ne s’agirait pas des autres isoformes de la kinésine-1, Kif5a 
et Kif5b, car ces derniers ne sont pas surexprimés (résultats de qRT-PCR). Mais il s’agirait 
sûrement d’une autre kinésine capable de prendre en charge les compartiments endosomaux.
Les autres kinésines exprimées au niveau des LTc:
Voici ci-dessous (Figure 75) un graphe réalisé à partir d’une étude de protéomique mise en 
ligne en 2016  et menée par Hukelmann et ses collègues sur les LTc (Hukelmann 2016).
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Figure 75: Expression des différentes kinésines au sein des LTc (Graphe 
réalisé à partir de l’étude de Hukelmann 2016)
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On se rend alors compte que la kinésine-1 est bien l’isoforme majoritairement exprimée dans 
les LTc mais que d’autres kinésines sont clairement bien présentes. Les compensations sont donc 
envisageables soit directement ou après surexpression des autres kinésines.
Les différents rôles assurés par les autres kinésines présentes dans les LTc:
Voici quelques exemples de fonctions assurées par ces kinésines au niveau du trafic 
endosomal et lysosomal. 
Kif15 possède des fonctions redondantes avec Kif11 (aussi appelée Eg-5): elles sont 
notamment importantes pour les évènements de mitose en permettant la séparation des 
centrosomes (Tanenbaum 2009). Mais ces kinésines peuvent aussi être impliquées dans le trafic 
endosomal. En effet Kif11 est capable de transporter des vésicules de sécrétion issues du réseau 
trans-golgien vers la membrane plasmique (transport de CARTS) (Wanaka 2013). Kif15, elle, est 
impliquée dans le transport endosomal des molécules Dab2 de la région périnucléaire vers la 
membrane plasmique (Eskova 2014).
Kif2a et Kif2c La kinésine Kif2 peut redistribuer les lysosomes en direction de la périphérie 
via Arl8 tout comme la kinésine-1 (Korolchuk 2011).
Kif4: elle est impliquée dans le transport antérograde des organites qui contiennent la 
protéine L1 (une molécule d’adhésion importante pour l’élongation des neurones). Kif4 est donc 
nécessaire au développement neuronal tout comme la kinésine-1 (Peretti 2000).
KifC1: Cette kinésine ne pourrait pas réaliser le transport des granules lytiques en direction 
de la synapse car elle fait partie de la famille des kinésines-14 qui s’occupent des transports 
rétrogrades des vésicules (vers l’extrémité -). Ainsi il a été démontré que KifC1 et Kif5b pouvaient 
interagir et réguler la motilité et la fission des endosomes précoces. KifC1 s’occuperait des 
mouvements rétrogrades et Kif5b des mouvements antérogrades (Nath 2007). 
Kif20a: appelée MKLP2 est une kinésine qui colocalise avec les chromosomes mitotiques et 
qui peut se lier à l’ADN. Elle est importante pour le mouvement des chromosomes lors de la 
mitose (Kitagawa 2014). Mais cette kinésine mitotique a aussi été impliquée dans le transport de 
vésicules en interagissant avec Rab6 (transport rétrograde du Golgi au RE) (Majeed 2014). 
Néanmoins, tout comme KifC1, elle s’occupe des transports rétrogrades des vésicules et non 
antérogrades. Elle ne pourrait donc pas être impliquée dans le transport terminal des granules 
lytiques en direction de la synapse. 
Kif3b: Kif3b, tout comme la kinésine-1, est capable de transporter la molécule MT1-MMP 
(matrix metalloproteinase) contenue dans des vésicules dérivées du golgi vers la périphérie des 
cellules (macrophages) (Wiesner 2010).
Pour finir on retrouve des kinésines mitotiques qui n’ont pas encore d’implication dans le 
trafic endosomal: Kif22 et Kif23.
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Ainsi ces kinésines sont aussi capables d’interagir avec les mêmes compartiments que la 
kinésine-1 et parfois à l’aide des mêmes adaptateurs (Exemple Arl8). Une certaine redondance est 
observée dans ces différents transports. On voit ainsi que Kif3b et la kinésine-1 peuvent 
transporter la molécule MT1-MMP mais aussi que Kif2 et la kinésine-1 sont capables de 
transporter les lysosomes en direction de la périphérie. Ainsi des phénomènes de compensation 
pourraient être envisageables.
2- Problèmes expérimentaux: stimulation et durée
Une stimulation inappropriée:
La stimulation des LTc par les anticorps CD3 et CD28 est une stimulation très forte, peu 
physiologique, qui peut compenser les possibles défauts de dégranulation des LTc déficients en 
Kif5b. En effet, de telles compensations ont déjà été observées. Par exemple, les LTc déficient 
pour la synaptotagmine-7 ont des défauts de cytotoxicité quand ils sont stimulés via un antigène 
mais n’ont pas de défaut de cytotoxicité quand ils sont stimulés avec un anti-CD3 (Fowler 2007). 
Ainsi sachant qu’il existe en plus des compensations possibles par les autres kinésines, les 
défauts peut être partiels induits par l’absence de kinésine-1 pourraient alors être « by-passés » 
par une stimulation non physiologique.
 L’importance de la force du signal induit par le TCR dans le transport des granules lytiques a 
déjà été démontrée. En effet, plusieurs études démontrent que l’intensité du signal induit par le 
TCR conduit à des voies de trafic des granules lytiques différentes. Un signal fort conduirait à une 
polarisation des granules au niveau du centrosome puis à une polarisation du MTOC en direction 
de la synapse, les granules seraient alors directement adressés au cSMAC (voie rapide). Alors 
qu’un signal faible serait capable d’induire la polarisation du MTOC mais incapable d’induire le 
recrutement des granules au niveau du centrosome. Les granules seraient en fait recrutés au 
niveau du pSMAC (détour) puis rejoindraient la zone de sécrétion (cSMAC) probablement par 
l’intermediaire du réseau de microtubules à l’aide de moteurs moléculaires (voie longue)(Beal 
2009). Dans nos conditions on peut donc imaginer que la force du signal est telle que les granules 
sont directement adressés au niveau du cSMAC grâce à la polarisation du MTOC et qu’il n’y aurait 
pas besoin d’un transport par les moteurs moléculaires comme la kinésine. Cette explication 
rejoindrait la théorie émise par Stinchombe et ses collègues en 2001 (Stinchcombe 2001). 
Différences observées entre l’expérience de TIRF et de cytométrie:
Néanmoins le comportement des granules, observé en microscopie TIRF au niveau de la 
synapse immunologique, est différent entre la souris contrôle et cKOKif5b. De plus, les modifications 
de comportement observées en l’absence de Kif5b sont les mêmes que dans la souris déficiente 
pour Rab27a. En effet, dans les LTc de ces deux souris les granules se déplacent plus rapidement, 
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parcourent de plus longues distances et restent plus longtemps au niveau de la synapse. D’une 
manière générale leur comportement semble moins organisé et plus aléatoire. 
Les granules ne sont pas sécrétés dans l’expérience de TIRF: Le comportement des 
granules est l’élément qui nous fait dire que ces derniers ne sont pas sécrétés dans les conditions 
déficientes en kinésine-1 et Rab27a. En effet, une étude a pu étudier le comportement des 
granules lytiques à la synapse avant et après sécrétion. Cette étude a pu conclure que les 
granules lytiques qui allaient être sécrétés effectuaient des mouvements aléatoires, très 
dynamiques pour sonder toute la zone de sécrétion alors que ceux qui ont été sécrétés ont une 
vitesse diminuée et des déplacements réduits (Mace 2012). Ainsi dans les conditions déficientes 
en kinésine-1 et en Rab27a les granules ne seraient pas sécrétés et continueraient de sonder la 
zone de sécrétion en effectuant des mouvements désorganisés prolongés et rapides. 
Maintenant comment expliquer qu’un défaut de comportement des granules lytiques 
est ici observé alors que la sécrétion semblait normale en cytométrie? 
Première hypothèse: On pourrait expliquer ces différences par la durée durant laquelle ces 
expériences ont été réalisées, ainsi les sécrétions observées ne seraient peut être pas les mêmes. 
En effet l’expérience de TIRF est réalisée durant 5 min alors que la sécrétion des granules lytiques 
est analysée durant 30min voir plusieurs heures après l’induction du signal. Dans le cas de 
l’expérience TIRF, on peut imaginer que la sécrétion que l’on voit est celle qui précède la 
polarisation du MTOC que certaines équipes ont pu décrire (Bertrand 2013). En effet, dans l’article 
de Ritter 2015, il a été décrit que le MTOC prenait 6 min pour rejoindre la synapse (Ritter 2015). 
Ainsi dans l’expérience TIRF nous serions peut être en train d’analyser ces premiers évènements 
de sécrétion indépendants du MTOC et qui pourraient être seulement dépendants des moteurs 
moléculaires par exemple de type kinésine, ce qui expliquerait ces défauts de sécrétion. Ensuite 
quand on attend plus longtemps (comme pour la cytométrie) le MTOC serait alors polarisé et les 
granules seraient sécrétés cette fois-ci indépendamment de la kinésine compte-tenu du signal très 
fort délivré aux cellules (théorie de Stinchombe et de l’influence de la force du signal vue 
précédemment). 
Deuxième hypothèse: Si on admet qu’une autre kinésine est capable de prendre le relais de 
la kinésine-1 on peut alors imaginer que ces kinésines ne soient pas aussi efficaces et donc 
induisent des variations dans le comportement des granules lytiques. Néanmoins ces variations 
n’empêcheraient pas la sécrétion des granules lytiques sur des temps longs (expérience de 
cytométrie). A noter que la kinésine-1 a aussi été impliquée dans les transport des SNARE au 
niveau de la synapse. En effet, la kinésine-1 est capable de se lier à SNAP-23 et SNAP-25 et 
permet leur recrutement en périphérie (Diefenbach 2002; Morton 2010). On peut donc imaginer 
que les autres kinésines auraient aussi besoin de compenser l’apport de ces SNARE avant de 
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permettre une possible dégranulation (ce qui expliquerait des défauts précoces de dégranulation 
dans l’expérience TIRF).
3- Infection par le LCMV
Pou finir on peut se demander si cette sécrétion altérée, peut être seulement 
précocement, pourrait conduire à la clairance d’un agent pathogène?
Un premier test d’infection au LCMV (Lymphocytic choriomeningitis) a donc été réalisé pour 
analyser l’efficacité de la cytotoxicité des LTc face à un agent pathogène et ainsi évaluer si le 
changement de comportement des granules lytiques observé affecte réellement leur fonctionnalité. 
En effet, si les granules ne sont pas polarisés et sécrétés spécifiquement au niveau de la synapse 
immunologique, un défaut de cytotoxicité peut apparaître et ainsi être une des causes de la 
susceptibilité aux infections suspectée. Pour tester cette hypothèse, nous avons infecté des souris 
contrôles et déficientes pour la kinésine-1 avec le virus LCMV et suivi la réponse immunitaire 
engendré ainsi que l’évolution du virus au sein de ces souris. Le virus LCMV est un virus où la 
composante LT CD8+ est primordiale. En effet, un défaut de cytotoxicité des LTc lors d’une 
infection par le LCMV conduit à l’apparition d’un HLH (Hemophagocytic lymphohistiocytosis). 
Nous avons ainsi pu constater que les souris cKOKif5b ne développent pas de HLH après une 
infection par le LCMV. Les paramètres sanguins (figure 76B), le poids et la taille des organes 
(Figure 76C) sont normaux. Le suivi de la température et du poids des souris ne révèle aussi 
!132
Figure 76: Analyse des paramètres cliniques et biochimiques des souris contrôles et cKOKif5b après une 
infection par le LCMV. (A)  Suivi du poids et de la température des souris.  (B) Analyse des paramètres 
sanguins (Erythrocytes, Hématocrite, Leucocytes, Hémoglobines) des souris à J0, J7, J14 et J19. (C) Taille de 
la rate et du foie exprimée en fonction du poids total de la souris. L’expérience a été réalisée une fois sur des 
groupes de 5 souris contrôles et cKOKif5b. 
A
B C
aucune différence de réponse face au virus entre les souris contrôles et cKOKif5b (Au contraire les 
souris cKOKif5b ont l’air de mieux s’en sortir) (figure 76A). 
De plus la quantité de virus présente dans le foie et la rate ainsi que la quantité d’IFN-Ɣ 
sécrétée par les cellules immunitaires pour neutraliser l’infection sont équivalentes entre les souris 
contrôles et cKOKif5b (Figure 77A et B).
Enfin, quand on évalue de manière générale le nombre de cellules immunitaires et leur état 
d’activation à J19 au niveau du foie, on constate que la réponse immunitaire mise en place face au 
virus LCMV est quasi identique entre les souris contrôles et cKOKif5b. On observe l’augmentation 
des LT CD8+ qui sont de phénotype activé mais aussi la diminution des cellules présentatrices 
(LB, DC) ou des macrophages. Pour finir les LT CD4+ ne voient pas leur nombre varier au cours 
de l’infection  (Figure 78).
En conclusion, il semblerait donc que les LTc soient effectifs dans les souris déficientes en 
kinésine-1 et arrivent à gérer une infection au LCMV comme le ferait une souris contrôle. Cette 
expérience reste néanmoins a être répétée plusieurs fois pour s’assurer de la véracité de ces 
résultats. 
On peut donc pour le moment conclure que des défauts précoces de comportement des 
granules lytiques sont observés en l’absence de kinésine-1 mais que, néanmoins, ces LTc arrivent 
à sécréter leurs granules lytiques et à contrôler une infection de type LCMV. Les différences 
observées entre l’homme et la souris nous conduisent à penser que soit chez la souris la sécrétion 
des granules lytiques serait indépendante de l’action des kinésines (MTOC?) ou qu’il existerait des 
mécanismes de compensation efficaces réalisés par d’autres kinésines.
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Figure  77:  Analyse  de  la  quantité  de  virus  et  de  la  sécrétion d’IFN-�  dans  les  souris  contrôles  et 
cKOKif5b après une infection par le LCMV. (A) 18 jours après l’infection le LCMV est titré par qRT-PCR 
dans la rate et le foie des souris contrôles et cKOKif5b.  L’expression de chaque gène a été normalisée en 
utilisant comme valeur de référence l’expression de l’actine. (B) Analyse de la sécrétion d’IFN-� à JO, J7, 
J12 et J19 dans le serum des souris par ELISA. L’expérience a été réalisée une fois sur des groupes de 5 
souris contrôles et cKOKif5b. 
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Perspectives 
Afin d’éclaircir ces différentes interrogations plusieurs expériences pourraient être 
effectuées:
L’expérience d’infection au LCMV nous amène à penser que même une activation 
physiologique avec un antigène conduit à une dégranulation normale des LTc. Mais pour s’assurer 
que les conditions d’activation ne « by-pass » pas les défauts, des expériences de dégranulation 
avec des souris OT1 déficientes en kinésine-1 pourraient être envisagées.
Pour détecter une possible compensation par d’autres kinésines on pourrait par exemple 
effectuer de la spectrométrie de masse sur des lysats de LTc contrôles et déficients en kinésine-1 
pour analyser l’expression des différentes kinésines exprimées dans ces cellules. De possibles 
surexpressions pourraient alors être détectées puis, par siRNA, on pourrait venir inactiver ces 
kinésines compensatoires.
Pour compléter l’expérience de TIRF, on pourrait analyser la dynamique du réseau de 
microtubule en même temps que celle des granules et sur des temps plus longs. Si un jour un 
anticorps ou une construction le permet nous pourrions aussi analyser la localisation de la 
kinésine-1 lors de ces évènements. 
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Figure 78: Analyse par cytométrie en flux des différentes populations immunitaires dans la souris contrôle et cKOKif5b au 
niveau du foie  après  une  infection  par le  LCMV (J19).  Le nombre  de  neutrophiles,  eosinophiles,  macrophages,  cellules 
dendritiques et lymphocytes ont été quantifiés par cytométrie en flux. Les stratégies de gating sont les suivantes: les LT sont CD19- 
CD3+ CD8+ ou CD4+/ les lymphocytes B sont CD19+ B220+/ les cellules dendritiques sont CD19- CD11c+ CMHII+ / les 
macrophages sont CD19- CD11b+ SSC-A low Ly6g- / les eosinophiles sont CD19- CD11b+ SSC-A high Ly6g-/  les neutrophiles 
sont CD19- CD11b+ SSC-A int Ly6g+ . Les marqueurs d’activation Ly6C, KLRG1, CD44, Ly6c ont aussi été regardés dans ces 
populations immunitaires.
Mastocytes 
1- Comparaison des résultats entre les LTc et les mastocytes
 Nous avons constaté que l’absence de kinésine-1 ne conduisait pas à un défaut de dégranulation 
dans les LTc mais affectait bien la dégranulation mastocytaire. Comment expliquer ces 
différences? On peut imaginer que dans les mastocytes le phénomène de compensation par les 
autres kinésines soit moins prononcé. En effet, quand on regarde les kinésines exprimées dans les 
mastocytes comparé au lymphocytes (résultat de la spectrométrie de masse qui sera abordée 
dans la suite de cette introduction), on observe certaines variations. Tout d’abord la kinésine-1 est 
bien la kinésine la plus exprimée dans les deux types cellulaires. Néanmoins quand on évalue les 
autres types de kinésines on remarque que les lymphocytes possèdent une plus grande variété de 
kinésines et que ces dernières ont l’air d’être plus fortement exprimées au niveau des 
lymphocytes. Par exemple les kinésines Kif15 et Kif11 sont fortement exprimées dans les 
lymphocytes alors qu’elles semblent absentes des mastocytes. Les kinésines Kif4 et Kif2c sont 
aussi exprimées dans les lymphocytes et absentes des mastocytes. Ainsi on peut imaginer que les 
mécanismes de compensations (par exemple par Kif15 ou Kif2a) seraient moins importants dans 
les mastocytes, ce qui permettrait la détection de défauts de dégranulation dans ce type cellulaire 
(Figure 79).
2- Défaut non total : les autres mécanismes de dégranulation
Nous avons en effet constaté un défaut de sécrétion des granules mastocytaire avec un 
délai de la réponse mais aussi moins de granules sécrétés. Comment expliquer la sécrétion 
résiduelle de la dégranulation mastocytaire en l’absence de kinésine-1?
Première hypothèse: La présence d’une dégranulation résiduelle pourrait être la 
conséquence des autres mécanismes de sécrétion. En effet nous avons vu que dans les 
mastocytes il existait différents types de sécrétion comme la «  compound exocytose  », la 
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Figure  79:  Expression  des  différentes  kinésines  au  sein  des  LTc  (Graphe  réalisé  à  partir  de  l’étude  de 
Hukelmann 2016) et des mastocytes (Spectrométrie de masse).
«  piecemeal exocytose  » et la «  kiss-and-run exocytose  ». Ainsi, de la compound exocytose 
pourrait se réaliser en l’absence de kinésine-1 car elle ne nécessiterait pas de mécanisme de 
transport. En effet l’exocytose des granules proches de la membrane se ferait sans transport mais 
par des réactions de fusion en chaîne. Deuxième hypothèse: Une autre kinésine pourrait venir 
compenser en partie l’absence de la kinésine-1 et induire cette sécrétion résiduelle. Néanmoins 
elle ne serait pas capable de compenser totalement son absence comme ce que l’on imagine dans 
les LTc. 
Comment expliquer le délai de la dégranulation mastocytaire en l’absence de 
kinésine-1?
On observe un délai dans le mécanisme de dégranulation par microscopie vidéo TIRF. 
Ainsi les granules déjà proches de la membrane plasmique qui pourraient potentiellement 
directement fusionner avec la membrane plasmique sans transport ne fusionnent pas tout de suite 
avec cette dernière. Première hypothèse: Si on imagine que la sécrétion résiduelle n’est due qu’à 
une compensation par une autre kinésine, on peut alors imaginer que cette kinésine ne serait pas 
aussi efficace et rapide ce qui conduirait à un délai dans la réponse. Deuxième hypothèse: comme 
la kinésine-1 est importante pour le recrutement des SNARE, alors peut-être que les SNARE ne 
sont pas présentes en quantité suffisante ce qui perturberait les mécanismes de fusion et 
d’exocytose des granules qui sont proches de la membrane. En effet, la kinésine-1 est capable de 
se lier à SNAP-23 et SNAP-25 et permet leur recrutement en périphérie (Diefenback 2002)(Morton 
2010).
3- La régulation de l’activité de la kinésine-1
Nous avons vu que le complexe Rab27b/Slp3/kinésine-1 ne se formait qu’après activation 
des mastocytes par le récepteur FcεRI. Nous avons alors supposé que cette activation était 
nécessaire au passage de la kinésine-1 d’une forme inactive à une forme active qui peut alors lier 
ses cargos. On peut alors se demander comment l’activité de la kinésine-1 est régulée?
Régulation de l’activité de la kinésine-1:
Une conformation active et inactive: Pour éviter une hydrolyse inutile de l’ATP, la 
kinésine-1 est maintenue dans le cytoplasme sous une forme inactive où l’activité ATPasique est 
non fonctionnelle (Coy 1999). La conformation de la kinésine-1 est alors une conformation 
compacte où les chaînes légères se retrouvent entre les 
domaines moteurs et ainsi les séparent (Figure 80). Les 
deux régions qui sont impliquées dans l’inhibition de la 
kinésine-1 sont les régions IAK (région constituée d’une 
alanine, isoleucine et lysine) de la chaîne lourde et la 
région TPR de la chaîne légère qui interagissent 
ensemble. Cette conformation compacte empêche 
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Figure  80:  Conformation  inactive  et  active  de  la 
kinésine-1 (Cai 2007)
alors l’interaction des domaines moteurs avec les microtubules et l’échange d’ADP en ATP 
(Hackney 2008; Cai 2007; Dietrich 2008).
L’auto-inhibition de la kinésine-1 peut s’arrêter quand des cargos se fixent à cette 
kinésine: Les domaines IAK et TPR impliqués dans l’inhibition de l’activité de la kinésine-1 sont 
aussi impliqués dans le recrutement de cargos. Ainsi une étude de 2007 a pu démontrer que 
quand  FEZ1 (fasciculation and elongation protein zeta 1) se liait à KHC et que JIP1 (c-Jun N-
terminal kinase-interacting protein 1) se fixait à KLC alors la kinésine-1 pouvait se lier aux 
microtubules et retrouver son activité ATPasique. Ces protéines, en se liant à la kinésine-1, 
coopèrent ainsi pour activer la kinésine-1 (Blasius 2007). Ainsi, la fixation des protéines cargos 
pourrait être un mécanisme général de régulation de l’activité des moteurs moléculaires. 
Les mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation: Les phosphorylations et 
déphosphorylations de la kinésine-1 peuvent aussi avoir un rôle dans la régulation de son activité. 
En effet une étude de 2013 démontre par exemple que la phosphorylation du domaine moteur par 
la kinase JNK3 sur la sérine 175 de Kif5 permet l’inactivation de l’activité motrice de la kinésine-1 
et la stabilisation de la conformation inactive (DeBerg 2013). La chaîne légère de la kinésine-1 
peut aussi être phosphorylée par exemple par GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) ce qui conduit 
à l’inhibition des transports antérogrades en provoquant le détachement des cargos (Morfini 2002).
Spectrométrie de masse sur la kinésine-1:
Il serait donc intéressant d’étudier plus précisément les mécanismes qui régulent l’activité 
de cette kinésine afin de pouvoir trouver de nouvelles cibles thérapeutiques comme les kinases et 
phosphatases impliquées dans ces mécanismes. Nous essayons donc au laboratoire de réaliser 
de la spectrométrie de masse sur des lysats de BMMC, activés ou non activés, co-
immunoprécipités avec un anticorps anti-Kif5b. Ceci nous permettrait d’une part d’identifier les 
phosphorylations/déphosphorylations de la kinésine-1 en découpant directement la bande 
correspondante à la kinésine-1 (Figure 81) ou alors d’identifier les interactants de la kinésine-1 en 
réalisant une low migration sur quelques mm. 
Néanmoins après deux essais et même après optimisation de la technique nous ne 
sommes pas en mesure de détecter les interactants de la kinésine-1 en endogène. En effet nous 
arrivons à co-immunoprécipiter Kif5b et donc à la détecter mais les interactants ne dépassent pas 
les seuils de détection. Ainsi il semblerait qu’en endogène même sur 100 millions de cellules nous 
n’arrivons pas à co-immunoprécipiter une quantité suffisante d’interactant. Concernant les 
phosphorylations/déphosphorylations de la kinésine-1 nous n’avons été capables de détecter 
qu’une déphosphorylation encore inconnue de la chaîne lourde de la kinésine-1. En endogène la 
détection des interactants et des phosphorylations semble compliquée. Il faudrait donc envisager 
par la suite un système de surexpression afin d’augmenter la quantité de kinésine-1 présente dans 
les cellules même si bien-entendu nous serons dans des conditions moins physiologiques. 
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4- Spectrométrie de masse: Détection 
de nouveaux acteurs impliqués dans 
la sécrétion des cytokines et granules 
de sécrétion
Concernant les perspectives de ce projet, nous 
avons réalisé une spectrométrie de masse sur 
un lysat total de BMMC contrôle dans le but 
d’identifier de nouvelles protéines impliquées 
dans la sécrétion des granules mastocytaires ou 
dans la sécrétion des cytokines (Figure 82).
Sélection des protéines d’intérêt:
Cette spectrométrie de masse nous a permis 
d’identifier 3877 protéines exprimées dans les 
BMMC. Nous avons ensuite trié ces protéines 
grâce à différentes plateformes comme Gene 
Ontology, DAVID, Uniprot. Nous avons ainsi pu 
identifier 570 protéines impliquées dans le trafic 
et dans la signalisation mastocytaire. Après une bibliographie réalisée sur Pubmed nous avons 
décidé de sélectionner 53 protéines qui n’avaient pas encore été étudiées dans les mastocytes et 
qui nous semblaient relevantes. Ainsi, parmi ces 53 protéines, 32 sont impliquées dans le trafic, 14 
dans la réorganisation du réseau d’actine, 2 dans la réorganisation des microtubules et 5 dans la 
signalisation.
Méthode utilisée pour le screening :
Nous avons décidé d’effectuer le screening de ces 53 protéines à l’aide de siRNA. Pour 
cela 3 siRNA seront testés par gène. Dans un premier temps nous réaliserons des qRT-PCR afin 
de valider l’efficacité de ces siRNA puis nous passerons aux tests fonctionnels. Nous analyserons 
la dégranulation, la sécrétion des cytokines et l’activation des mastocytes par cytométrie. Pour la 
dégranulation nous quantifierons l’expression de CD63 à la surface des cellules, pour la sécrétion 
des cytokines se sera la quantité d’IL-6 intracellulaire qui sera mesurée et pour l’activation nous 
analyserons le niveau de phosphorylation d’AKT. Nous espérons ainsi pouvoir mettre en évidence 
de nouvelles protéines impliquées dans le mécanisme de sécrétion des granules et cytokines 
mastocytaires.
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Figure 81: Migration et coloration au bleu de coloïdale 
des  lysats  de  BMMC  contrôles  et  cKOKif5B  co-
immunoprécipités  avec  un  anticorps  anti-Kif5b.  Une 
condition avec les IgG contrôles et aussi réalisée. La bande 
encadrée correspond à Kif5b et c’est cette bande qui a été 
découpée  pour  l’analyse  des  phosphorylations/
déphosphoylations.
5- Implication du complexe Rab27/Slp4/kinésine-1 dans la sécrétion des 
plaquettes
En parallèle de l’étude que j’ai pu mené dans les LTc et mastocytes, j’ai aussi pu participer 
à un autre projet lancé par notre équipe en collaboration avec Frédéric Adam qui fait partie de 
l’équipe U1176 Hémostase/Inflammation/Thrombose située au Kremlin Bicêtre. Ce projet 
s’intéressait à l’implication de la kinésine-1 dans le mécanisme de sécrétion des plaquettes et a fait 
l’objet d’un manuscrit qui est actuellement en cours de soumission. Au cours de cette étude nous 
avons pu démontrer que la kinésine-1 était nécessaire à la sécrétion des granules denses et α au 
sein des plaquettes. En effet, l’absence de kinésine-1 conduit à un défaut d’agrégation 
plaquettaire, à une hémostase instable et à une instabilité du thrombus. Pour finir nous avons pu 
caractériser le complexe moléculaire impliqué dans ce processus. En effet, la kinésine-1 est 
capable de se lier à Rab27b par l’intermédiaire de la molécule adaptatrice Slp4 et la formation de 
ce complexe serait indépendante du signal d’activation plaquettaire. 
Cette étude sur les mécanismes de sécrétion plaquettaires nous démontre encore une 
fois que les mécanismes de sécrétion des LRO sont des processus conservés qui font intervenir 
une machinerie de sécrétion commune. Ainsi la kinésine-1 pourrait être un bon candidat «  au 
poste » de moteur moléculaire nécessaire à leur transport par le biais de son interaction avec la 
GTPase Rab27 via les molécules Slp ou d’autres protéines adaptatrices. 
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Figure 82: Schéma récapitulatif des différentes étapes du screening.
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Matériel et méthodes
Chapitre I: 
A- Phénotypage: 
Après prélèvement des différents organes (thymus, rate, ganglions mésentériques (GM) et 
périphériques (GP)) les cellules sont extraites par broyage des tissus. Une lyse des globules 
rouges est ensuite effectuée (rate, sang, GM) en resuspendant les cellules dans 1ml de RBC Lysis 
Buffer 1X (eBioscience) durant 1 min. Un lavage au tampon MACS (PBS, 5% BSA, 2mM EDTA) 
permet d’arrêter la réaction. Les cellules [1.106] sont incubées avec [0,5µg /ml] d’anticorps couplés 
à des fluorochromes dans du tampon MACS pendant 1h à 4°c et à l’obscurité (Plaque 96 puits 
coniques). Pour finir, deux lavages dans du tampon MACS sont effectués avant le passage au 
cytomètre. L’analyse a été réalisée sur le cytomètre Fortessa (BD Biosciences). Les 
compensations de fluorescence ont été réglées à l’aide d’échantillons marqués avec un seul 
fluorochrome. Les données ont été acquises à l’aide du logiciel Diva (Fortessa) et analysées à 
l’aide du logiciel FlowJo.
B- Quantification en temps réel de l’expression de gènes par qRT-PCR: 
L’extraction d’ARN a été réalisée grâce au kit RNeasy Micro Kit (Qiagen) à partir de 5. 105 cellules. 
La reverse transcription a ensuite été effectuée sur la totalité de l’ARN extrait à l’aide du kit 
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen). La quantification est réalisée à partir d’ADNc qui 
ont été dilués de manière à avoir 5ng /puits. Pour ces différents gènes, ainsi que pour le gène 
endogène ARN 18S, des primers prédéfinis («Taqman Gene Expression Assay», Applied 
Biosystems) reconnaissant spécifiquement les ARN messagers et non l’ADN génomique sont 
utilisés. L’amplification est réalisée à l’aide de «Taqman Gene Expression Master Mix» (Applied 
Biosystems) sur l’appareil ViiATM 7 Real-Time PCR System (Life Technologies). Pour chaque gène, 
l’échantillon est testé en triplicats et 40 cycles sont réalisés. L’expression de chaque gène est 
calculée selon la méthode comparative du ΔΔCt. Seuls les échantillons pour lesquels les Ct 
étaient inférieures à 37 sont utilisés pour la quantification.
C- Western Blot: 
Les cellules (10.106 ) sont lavées deux fois dans du PBS 1X puis incubées dans du tampon de lyse 
(20ml eau milieu Q, 2 pastilles EDTA free anti-protéases, 200 anti-phosphatases 2 et 3) à raison 
de 100 µl de tampon pour 10.106 cellules durant 10 min à 4°C. Les cellules sont centrifugées 10 
min à 15 000 rpm, le surnageant est récupéré puis dosé (technique de Bradford). Les protéines 
(40 µg /puits) sont déposées sur un gel polyacrylamide et la migration est réalisée durant 1h30 à 
170 volts dans du tampon de migration Tris Glycine 1X SDS. Le transfert est effectué sur une 
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membrane PVDF (Pall corporation) durant 2 heures à 30 volts dans du tampon de transfert Tris 
Glycine 1X + méthanol. La membrane est laissée à l’air libre sur la nuit. Le lendemain elle est 
réactivée par des bains successifs de méthanol, eau osmosée, TBS-0,5%Tween 5% BSA puis 
saturée durant 1h dans du TBS-0,5%Tween 5% BSA. Trois lavages de 10 min dans du TBS-0,5% 
Tween sont ensuite effectués avant l’incubation sur la nuit avec l’anticorps primaire. Le lendemain 
trois lavages dans du TBS-0,5% Tween sont effectués avant le marquage avec l’anticorps 
secondaire couplé à la horseradish peroxydase 1/10 000 (GE healthcare) durant 1 heure. Les 
protéines sont révélées par ECL WestFemto (Thermoscientific) qui fournit le substrat à la 
peroxydase. Des films autoradiographiques (GE Healthcare) permettent de capturer la 
fluorescence émise par les protéines à différents temps.
Chapitre II: 
A- Extraction, purification et mise en culture des LTc: 
Après dissection de la souris et prélèvement de la rate, les cellules sont récupérées par injection 
de 10 ml de PBS (Life technologies) à l’aide d’une seringue et par pression de l’organe grâce à 
une pince plate. Une lyse des globules rouges est ensuite effectuée en resuspendant les cellules 
dans 1ml de RBC Lysis Buffer 1X (eBioscience) durant 1 min. Un lavage en tampon MACS (PBS, 
5% BSA, 2mM EDTA) permet d’arrêter la réaction. La purification des LTc par déplétion est 
réalisée grâce au kit Mouse CD8+ T Cell Isolation (Stemcell) par incubation avec le cocktail 
d’anticorps (10 min à 20°C) puis avec les billes magnétiques (5 min à 20°C). Le tri des LTc est 
ensuite effectué grâce à un aimant (EasySep Magnet). Les LTc récupérés sont filtrés et mis en 
présence d’antibiotiques avant d’être mis en culture. Ils sont ensuite cultivés en milieu DMEM (Life 
technologies) contenant 10% de sérum de veau foetal (SVF) décomplémenté, 5% de pénicilline, 
streptomycine, acides-aminés non essentiels et pyruvate, 10mM Hepes et 50 µM 2-
βmercaptoéthanol (milieu Mouse complet) à 37°C sous 5% de CO2. Les cellules sont cultivées en 
plaque 24 puits [106] /ml et stimulées par l’ajout de billes recouvertes de CD3ε et de CD28 à raison 
de 10 µl /ml et de 10 µl d’IL-2 [102] /ml.
B-Test de dégranulation: 
Principe: Lors de la dégranulation des LTc les protéines Lamp1 et Lamp2 présentes sur les 
granules lytiques se retrouvent exprimées au niveau de la membrane plasmique. Ainsi, la 
quantification de ces protéines à la surface des cellules permet d’évaluer le pourcentage de 
dégranulation. Protocole: Les cellules (3.105 /puits) sont resuspendues dans du milieu Mouse 
complet puis distribuées dans une plaque 96 puits (100µl /puits) contenant du PBS (condition non 
stimulée) ou préalablement recouverte avec de l’anti-CD3ε souris (BD Biosciences) à 20µg /ml. 
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Les cellules sont ensuite incubées avec la solution d’anticorps anti-CD107a (Lamp1) FITC souris 
[25 µg /ml] (BD Biosciences) et anti-CD107b (Lamp2) FITC souris [25 µg /ml] (BD Biosciences) 
durant différents temps (30 min, 1h, 1h30, 3h) à 37°C sous 5% de CO2, puis deux lavages au 
tampon MACS sont réalisés. Un second marquage est effectué avec un anticorps anti-souris 
CD8α-APC [0,5µg /ml] (BD Biosciences) durant 1h à 4°C. Pour finir, les cellules sont lavées et 
resuspendues dans 200µl de tampon MACS puis analysées sur un cytomètre MACSQuant® 
Analyser (Miltenyl Biotec). Les données sont analysées à l’aide du logiciel FlowJo.
C-Microscopie TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) 
Principe: L’avantage de la microscopie TIRF est l’excitation sélective de l’échantillon. En effet, le 
faisceau laser d’excitation frappe la surface de l’échantillon avec un angle qui induit une totale 
réflexion du faisceau. Permettant ainsi une excitation de la surface de l’échantillon en contact avec 
la lamelle inférieur à 100 nm. La fluorescence provenant des autres niveaux alors éliminée, on 
peut observer sélectivement ce qui se passe au niveau de la membrane plasmique des cellules. 
Protocole: La lame TIRF ibidi (Biovalley) est nettoyée à l’alcool à 90° puis recouverte avec des 
anticorps α-CD3 (BD Pharmingen) et α-CD28 (BD Pharmingen) [0,01mg /ml] à 4°c sur la nuit. Les 
LTc (1.106) sont incubés avec une lectine provenant du blé (WGA) conjuguée à l’Alexa fluor 488 
[1µg /ml] (un marqueur des granules lytiques - Molecular Probes) dans du milieu HBSS 
(Invitrogen) durant 20 min à 37°C sous 5% de CO2. Les cellules sont centrifugées 5 min à 1500 
rpm, lavées 2 fois dans du milieu HBSS puis resuspendues dans du milieu Mouse complet à 37°C. 
Le lendemain la lame est lavée avec du milieu Mouse complet. Dans chaque chambre de la 
lamelle du milieu Mouse complet à 37°C est ajouté. Une fois devant le microscope 2.105 cellules 
sont ajoutées par chambre. L’acquisition est réalisée sur l’appareil Nikon Eclipse Ti-E Tirf imaging 
system dans le plan TIRF durant 5 min.
D-Test de flux calcique 
Principe: La capacité d’activation des LTc est évaluée en mesurant la quantité de calcium libérée 
après stimulation de leurs TCR. Pour cela, un premier anticorps anti-souris CD3ε (IgG Hamster) 
vient se fixer à la surface des cellules. Un second anticorps anti IgG de Hamster est ensuite ajouté 
de manière à agglomérer les CD3ε et activer la voie de signalisation du TCR. Le signal induit 
l’ouverture de canaux calciques présents au niveau du réticulum endoplasmique et de certains 
canaux présents à la surface (CRAC). La ionomycine (un ionophore calcique) permet l’ouverture 
de tous les canaux calciques de la cellule et peut ainsi servir de contrôle. Le calcium est détecté 
par l’ajout d’un traceur calcique perméant (Indo-1) dans les cellules. Protocole: Les cellules (5.105) 
sont lavées dans du tampon A (RPMI, 0,1 % Hepes) puis incubées dans 2ml de tampon A 
contenant du powerLoad [10X](Invitrogen) et de l’Indo-1 AM [10µg] (Invitrogen) durant 30 min à 
37°C sous 5% de CO2. Ensuite, 2 ml de tampon B (RPMI, 0,1 % Hepes, 5% SVF) sont rajoutés 
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aux cellules durant 30 min à 37°C sous 5% de CO2. Deux lavages sont effectués dans du tampon 
C (RPMI, 5% SVF) puis les cellules sont marquées avec les anticorps TCRβ PE (BD Pharmingen) 
[0,5µg /ml] CD8α-APC (BD Biosciences) [0,5µg /ml] durant 10 min à température ambiante. Les 
cellules sont lavées et resuspendues dans 500µl de tampon C. Le test de flux calcique est réalisé 
sur le cytomètre ARIA II (BD Biosciences). Les cellules sont analysées seules durant 1 min puis en 
présence d’anticorps anti-CD3ε (IgG Hamster-BD Pharmingen) [5µg /ml] durant 1 min. Pour finir 
l’anticorps anti-IgG de Hamster (Thermoscientific)[15µg /ml] et la ionomycine [2µl, 10-3 M ] (Sigma) 
sont ajoutés chacun à leur tour durant 5 min.  Les données sont analysées à l’aide du logiciel 
FlowJo.
Chapitre III: 
A-Extraction, purification et mise en culture des BMMC: 
Après prélèvement des fémurs et tibias, les os sont plongés dans l’éthanol puis rincés au PBS 1X 
en condition stérile. Les extrémités des os sont sectionnés et les cellules de la moelle osseuse 
(MO) sont récupérées à l’aide d’une seringue (25G) et de 10 ml de PBS 1X. Culture des BMMC: 
Les cellules sont cultivées en milieu IMDM + glutamax (Life technologies) contenant 15% de SVF 
décomplémenté (Gibco), 1% de pénicilline/streptomycine, 1% d’acide-aminés non essentiels, 1% 
de sodium pyruvate, 0,1% de 2-βmercaptoéthanol (milieu BMMC complet) à 37°C sous 5% de 
CO2 à une concentration de [0.8.106] / ml. Les passages sont réalisés tous les deux jours et de 
l’IL-3 [10 ng/ml]f (Sigma SRP3208) et du SCF [10 ng/ml]f (Sigma SRP3234) sont ajoutés à chaque 
passage. Les test fonctionnels peuvent être réalisés après 5 semaines de culture quand les 
mastocytes sont arrivés à maturation.
B-Quantification en temps réel de l’expression de gènes par qRT-PCR: 
L’extraction d’ARN a été réalisée grâce au kit RNeasy Micro Kit (Qiagen) à partir de 5. 105 cellules. 
La reverse transcription a ensuite été effectuée sur la totalité de l’ARN extrait à l’aide du kit 
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen). La quantification est réalisée à partir d’ADNc qui 
ont été dilués de manière à avoir 5ng /puits. Pour ces différents gènes, ainsi que pour le gène 
endogène ARN 18S, des amorces prédéfinies («Taqman Gene Expression Assay», Applied 
Biosystems) reconnaissant spécifiquement les ARN messagers et non l’ADN génomique sont 
utilisées. L’amplification est réalisée à l’aide de «Taqman Gene Expression Master Mix» (Applied 
Biosystems) sur l’appareil ViiATM 7 Real-Time PCR System (Life Technologies). Pour chaque gène, 
l’échantillon est testé en triplicats et 40 cycles sont réalisés. L’expression de chaque gène est 
calculée selon la méthode comparative du ΔΔCt. Seuls les échantillons pour lesquels les Ct 
étaient inférieures à 37 sont utilisés pour la quantification.
Primers utilisés KIF5A: Mm00515265_ m1; KIF5B: Mm00515276_m1; KIF5C: Mm00500464_m1; 
RAB27A: Mm00469997_m1; KLC1: Mm00492936_m1; KLC2: Mm00492945_ m1; KLC3: 
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Mm00461422_m1; RAB27B: Mm00472653_m1; SYTL1: Mm00473300_m1; SYTL2: 
Mm01317927_m1; SYTL3: Mm00473333_ m1; SYTL4: Mm00489110_m1; SYTL5: 
Mm00624760_m1; and 18S: Mm03928990_g1 (Applied Biosystems). 
C-Test de libération de la β-hexosaminidase: 
Les mastocytes [1.106]/ml sont sensibilisés sur la nuit avec des IgE anti-DNP [1 µg/ml]finale dans 
du milieu complet contenant de l’IL-3 et du SCF. Le lendemain les cellules sont lavées dans du 
tampon Tyrode* à 37°C (centri 4 min à 1300 rpm), mises à une concentration de [2.106]/ml puis 
stimulées avec du DNP-HSA [20 ng/ml]finale durant 0.5, 1, 2, 3, 10, ou 30 min à 37°C. A la fin des 
temps d’incubation la réaction est stoppée en mettant les cellules dans la glace puis après une 
centrifugation de 4 min à 1300 rpm à 4°C les surnageants sont récupérés dans une plaque. 15 µl 
de surnageant sont prélevés et mis en contact avec 50 µl de pNAG* pendant 1h00 à 37°C. La 
réaction est ensuite stoppée par l’ajout de 125 µl/puits de tampon glycine*. La DO est ensuite lue à 
405 nm. Dans cette expérience un puit avec du triton-X-100 (triton 0,625%) est réalisé afin de 
déterminer la DO équivalente à 100% de dégranulation. Les autres valeurs de DO seront donc 
rapportées à cette valeur après soustraction du bruit de fond (puits sans surnageant). 
Composition Tampon Tyrode: HEPES pH 7,2 20mM + NaCl 137mM + KCl 5mM +  MgCl2 1mM + 
CaCl2 1,8 mM + Glucose 5,6 mM + BSA 0,5 mg/ml + eau milliQ QSP 100ml. Ajuster le pH à 7,6. 
Conservation deux semaines maximum à 4°C.
pNAG: 65 mg de pNAG (para-nitrophényl-N-acétyl-β-D-glucosaminidase Sigma) dans 50 ml de 
tampon citrate. Vortexer plusieurs fois et chauffer à 37°C pour bien le dissoudre.
Tampon citrate 0,05M: 5,25g acide citrique dans 250ml d’H2O et 7,35g citrate de sodium dans 
250ml d’H2O à mélanger volume à volume. pH 4,5 à stocker à 4°C.
Tampon glycine 0,2M: 15,01g de glycine dans 900ml d’H2O ajuster le pH à 10,7.
D-Test de dégranulation par cytométrie en flux: 
Les mastocytes [1.106]/ml sont sensibilisés sur la nuit avec des IgE anti-DNP [1 µg/ml]finale dans 
du milieu complet contenant de l’IL-3 et du SCF. Le lendemain les cellules sont lavées dans du 
tampon Tyrode à 37°C (centri 4 min à 1300 rpm), concentrées à une concentration de [2.106]/ml 
puis stimulées avec du DNP-HSA [20 ng/ml]finale ou non durant 10 min à 37°C. A la fin des 10 min 
la réaction est stoppée en mettant les cellules dans la glace. Les cellules sont ensuite lavées 
(centrifugation de 4 min à 1300 rpm à 4°C) et fixées dans de la PFA 4% (15 min TA) puis 
resuspendues dans du tampon MACS (PBS, 5% BSA, 2mM EDTA) pour un second lavage. Les 
cellules sont alors marquées d’abord avec un anticorps anti-CD63 (1/200e 1h à 4°C) (MBL D263-3) 
puis avec un anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de rat Alexa Fluor 647 (1/200e 30 min à 4°C)
(Thermo Fisher Scientific A21247). Un lavage est réalisé puis l’analyse est effectuée sur le 
cytomètre Fortessa (BD). 
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E-Immunofluorescence: 
Les mastocytes [1.106]/ml sont sensibilisés sur la nuit avec des IgE anti-DNP [1 µg/ml]finale dans 
du milieu complet contenant de l’IL-3 et du SCF. Des lamelles coatées en fibronectine sont aussi 
préparées la veille: incubation des lamelles avec [10 µg/ml]finale de fibronectine pendant 1h à 
37°C puis laisser les lamelles dans du PBS1X à 4°C. Le lendemain les cellules sont lavées dans 
du milieu complet à 37°C et 1.106 cellules sont déposées par lamelle dans du milieu complet 
contenant du MgCl2 1mM puis incubées 1h à 37°C. Les cellules sont ensuite stimulées avec du 
DNP-HSA [40 ng/ml]f ou non durant 10 min/30min à 37°C. La réaction est arrêtée avec de la PFA 
4% (15 min TA) et la PFA est par la suite neutralisée par du NH4Cl (10min TA). Un lavage dans du 
PBS 5% BSA 0,5% Saponine est effectué avant le blocking dans de la solution de blocking de 
chez Dako (30min TA). Les cellules sont lavées deux fois dans du PBS 5% BSA 0,5% Saponine 
puis marquées dans un premier temps avec un anticorps primaire 2h à TA (anti-STX3 1/100e ou 
anti-Kif5b 1/100e ) puis avec un anticorps secondaire 1/200e 1h à 4°C . Après un dernier lavage 
dans du PBS 5% BSA 0,5% Saponine les cellules sont montées entre lame et lamelle dans du 
Prolong gold antifade avec DAPI. Les images ont ensuite été prises sur un microscope confocal 
LSM 700 (ZEISS) Objectif 63x NA 1.4. Les images sont analysées à l’aide du logiciel ImageJ et 
Imaris. 
Quantification du recrutement à la membrane des granules de sécrétion: Deux profils ont été 
quantifiés: abscence de translocation ou translocation en périphérie (définie par un marquage de la 
membrane plasmique par STX3 sur plus des 2/3 de toute la surface de la membrane). Concernant 
la réorganisation des microtubules deux profils ont été quantifiés: abscence de réorganisation des 
microtubules caractérisé par un anneau périphérique de tubuline et réorganisation des 
microtubules caractérisé par la présence d’extensions de type filopodes. Ces quantifications ont 
été réalisées par l’observation d’images prises sur différents champs des lamelles et sur 3 
expériences indépendantes grâce au logiciel ImageJ en comptant le nombre de cellules ayant 
subies une translocation ou non. 
Calcul du pourcentage de co-localisation: Les pourcentages de co-localisation ont été calculé 
grâce au logiciel Imaris (% calculé par le logiciel).
F-Microscopie TIRF: 
La lame TIRF ibidi (Biovalley) est nettoyée à l’alcool à 90° puis coatée avec de la fibronectine [10 
µg/ml]f. Les mastocytes (1.106) sont marqués avec une lectine provenant du blé WGA (Wheat 
Germ Agglutinin) conjugué à l’Alexa fluor 488 [1µg /ml] (un marqueur des granules lytiques - 
Molecular Probes) puis incubés avec des IgE anti-DNP [1 µg/ml]f sur la nuit à 37°C. Le lendemain 
la lame est rincée avec du milieu complet. Les cellules (2.105 ) sont ensuite ajoutées aux chambres 
pour qu’elles puissent adhérer aux lamelles. Devant le microscope les cellules sont stimulées avec 
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le DNP-HSA [20 ng/ml]finale. L’acquisition est réalisée sur l’appareil Nikon Eclipse Ti-E Tirf imaging 
system dans le plan TIRF durant 15 min (temps d’exposition 200ms). La camera utilisée est une 
QuantEM 512 SC - Roper Technologies. Le logiciel utilisé est le NIS-Elements AR software version 
3.1 Nikon. Les images sont ensuite analysées sur le logiciel Imaris en considérant qu’un granule 
mesure au minimum 3x3 pixels (1 pixel = 0,16 µm).
G-Test Elisa: 
Les mastocytes [1.106]/ml sont sensibilisés sur la nuit avec des IgE anti-DNP [1 µg/ml]finale dans 
du milieu complet contenant de l’IL-3 et du SCF. Le lendemain les cellules sont lavées puis 
stimulées avec du DNP-HSA [20 ng/ml]finale pendant 3h. Les surnageants sont ensuite récupérés 
et des tests Elisa sont réalisés grâce à des kits commerciaux de eBioscience pour le dosage de 
l’IL-6, du TNF⍺ et de MCP-1.
H-Flux calcique: 
Les mastocytes [5.105] préalablement sensibilisés avec les IgE anti-DNP [1 µg/ml]finale sont 
lavées dans du tampon A (RPMI, 0,1 % Hepes) puis incubées dans 2ml de tampon A contenant du 
powerLoad [10X](Invitrogen) et de l’Indo-1 AM [5µg] (Invitrogen) durant 30 min à 37°C sous 5% de 
CO2. Ensuite, 2 ml de tampon B (RPMI, 0,1 % Hepes, 5% SVF) sont rajoutés aux cellules durant 
30 min à 37°C sous 5% de CO2. Deux lavages sont effectués dans du tampon C (RPMI, 5% SVF). 
Le test de flux calcique est réalisé sur le cytomètre ARIA II (BD Biosciences). Les cellules sont 
analysées seules durant 1 min puis en présence de DNP-HSA [20 ng/ml]finale. Les données sont 
analysées à l’aide du logiciel FlowJo.
I-Choc anaphylactique: 
Les souris contrôles et cKOKif5b sont sensibilisées avec une injection en intraveineuse d’IgE anti-
DNP [1 µg/g]finale (H1-ε-26). Après 24h, les souris sont stimulées par une injection en 
intraveineuse de 500 µg de DNP-HSA (Sigma). La température est ensuite enregistrée toutes les 
5min pendant 1h00 en utilisant les implants de chez Bio Medic Data Systems qui permettent de 
collecter les données de température par wifi (DAS-7007S; Bio Medic Data Systems). A la fin des 
relevés, des échantillons de sang sont collectés pour doser dans le serum la concentration en 
MCPT-1 par Elisa (eBioscience).
J-Test siRNA / Dominant négatif / Complémentation: 
La transfection des mastocytes est réalisée grâce à l’électroporateur NEPA21 avec les paramètres 
suivants: 275/3/50/2/10/+ // 20/50/50/5/40/+-. Les cellules sont lavées dans du milieu Opti-MEM, 
1.106 cellules sont ensuite déposées par cuve d’électroporation dans un volume de 80 µl en 
présence de 20 µl de plasmides à 25 µM. Après électroporation les cellules sont mises en culture 
!146
dans du milieu complet avec de l’IL-3 et du SCF. Quarante-huit heures après transfection les 
cellules sont utilisées pour les tests fonctionnels. Référence des siRNA utilisées: siRNA Slp3 n°1 
SI02899750, siRNA Slp3 n°2 SI02899743, siRNA contrôle 1027310 (QIAGEN). Le dominant 
négatif et clone Kif5b (Papier Kurowska 2012).
K- Western Blot: 
Les cellules 10.106 sont lavées deux fois dans du PBS 1X puis incubées dans du tampon de lyse à 
raison de 100 µl de tampon pour 10.106 cellules durant 10 min à 4°C. Les cellules sont 
centrifugées 10 min à 15 000 rpm, le surnageant est récupéré puis dosé (Technique de Bradford). 
Les protéines (40 µg /puits) sont déposées sur un gel polyacrylamide et la migration est réalisée 
durant 1h30 à 160 volts dans du tampon de migration Tris Glycine 1X SDS. Le transfert est 
effectué sur une membrane PVDF (Pall corporation) durant 2 heures à 30 volts dans du tampon de 
transfert Tris Glycine 1X + méthanol. La membrane est laissée à l’air libre pendant une nuit. Le 
lendemain, elle est réactivée par des bains successifs de méthanol, eau osmosée, 
TBS-0,5%Tween 5% BSA puis saturée durant 1h dans du TBS-0,5%Tween 5% BSA. Trois lavages 
de 10 min dans du TBS-0,5% Tween sont ensuite effectués avant l’incubation sur la nuit avec 
l’anticorps primaire. Le lendemain trois lavages dans du TBS-0,5% Tween sont effectués avant le 
marquage avec l’anticorps secondaire couplé à la horseradish peroxydase 1/10 000 (GE 
healthcare) durant 1 heure. Les protéines sont révélées par ECL WestFemto (Thermoscientific) qui 
fournit le substrat à la peroxydase. Des films autoradiographiques (GE Healthcare) permettent de 
capturer la fluorescence émise par les protéines à différents temps.
Composition du tampon de lyse pH7,2: Hepes 50mM pH7,2 + NaCl 150 mM + MgCl2 1mM + 
CaCl2 1mM + 1% Triton-x-100 + 10% Glycérol + anti-protéases et anti-phosphatases. QSP eau 
milliQ. 
L-Co-immunoprécipitation: 
50 millions de mastocytes sont utilisés pour réaliser les expériences de co-
immunoprécipitation. Les cellules sont sensibilisées sur la nuit avec des IgE anti-DNP [1 µg/ml]f 
dans du milieu complet contenant de l’IL-3 et du SCF. Le lendemain les cellules sont lavées dans 
du tampon Tyrode à 37°C (centrifugation 4 min à 1300 rpm), puis stimulées ou non avec du DNP-
HSA [40 ng/ml]finale durant 15 min à 37°C. A la fin des 15 min la réaction est stoppée en mettant 
les cellules dans la glace. Les cellules sont ensuite lavées (centrifugation de 4 min à 1300 rpm à 
4°C) et lysées dans du tampon de lyse (400 µl du même tampon que pour le Western Blot) durant 
10 min à 4°C. Les cellules sont centrifugées 10 min à 15 000 rpm, le surnageant est récupéré puis 
dosé (technique de Bradford). Quatre milligrammes de protéines sont nécessaires par condition. 
Les surnageants sont mis en contact avec les billes d’agarose (protéines A et G - 40 µl par 
condition) durant 30 min sur une roue à 4°C pour un pré-clearing. Les billes sont ensuite 
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centrifugées 2 min à 300 rpm. Le surnageant est récupéré et remis en contact avec 40 µl de billes 
d’agarose + 4 µg d’anticorps durant 3h sur une roue à 4°C. Après les 3h d’incubation les billes sont 
lavées trois fois dans du tampon de lyse (2 min à 300 rpm). Au dernier lavage, elles sont 
resuspendues dans du rose de dépôt puis chauffées 10 min à 100°C. Un western-Blot est ensuite 
réalisé. 
Concernant les Co-immunoprécipitations réalisées avec les drogues, les cellules ont été 
préincubées 1h avec les drogues avant d’être stimulées avec le DNP-HSA. Concentration des 
drogues utilisées: LY-294002 [100 µM]finale / Bapta [20 mM]finale / Nocodazole [20 µM]finale. 
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Abstract 
  Most of immune cells are secretory cells capable of releasing immunomodulatory molecules in 
response to various stimuli. This regulated secretion, which allows the orchestration of the immune 
and inflammatory responses, is ensured by the lysosome-related organelles (LRO) which will 
contain the molecules necessary for the functionality of the immune cells. For example we found 
the lytic granules of cytotoxic T lymphocytes, which allow their lytic functions or the secretory 
granules of mast cells which contain the inflammatory mediators. The transport and exocytosis of 
LRO involves a common and conserved machinery. This is particularly the case of the small 
GTPase Rab27 which plays a central role in the transport and secretion of these LRO.
Previous studies carried out in our laboratory have highlighted the involvement of the 
molecular complex Rab27a / Slp3 / kinesin-1 in the terminal transport of lytic granules of cytotoxic 
T lymphocytes in humans. In addition, a murine model in which the heavy chain of kinesin-1 is 
specifically invalidated in immune cells has been generated. The objective of my thesis was first to 
characterize the phenotype of this murine model deficient for kinesin-1, then to analyze more 
precisely the impact of kinesin-1 absence on the cytotoxic T lymphocyte and mast cell functionality.
In a first step, we have been able to demonstrate that mice deficient for kinesin-1 have a 
phenotype comparable to the control mice in a basal state. We have then shown that the absence 
of kinesin-1 in murine cytotoxic T lymphocytes does not induce defects in activation and in lytic 
granules’ secretion in vitro. However, the behavior of the lytic granules at the immunological 
synapse seems abnormal. Nevertheless, after an infection essay with LCMV, which revealed no 
differences between control and kinesine-1-deficient mice, we conclude that compensatory 
mechanisms may complement the absence of kinesin-1 in mice. Finally, functional studies carried 
out on murine mast cells have enabled us to demonstrate the involvement of kinesin-1 in the 
mechanism of granules’ transport. Indeed, the absence of kinesin-1 leads to degranulation defects 
in vitro and also in vivo (mice were less sensitive to anaphylactic shocks). On the other hand, the 
absence of kinesin-1 does not affect the activation and cytokines secretion capacities of mast cells. 
Finally, we were able to characterize the molecular complex Rab27b / Slp3 / kinesin-1 involved in 
mastocytic granules’ transport and found that this complex formation was dependent on the PI3K-
related activation pathway (Phospatidylinositol 3-kinase).
This work allows us to introduce new elements for the mechanisms governing the secretion 
of mast cell granules and thus opens new therapeutic perspectives for the treatment of type I 
hypersensitivity (IgE dependent).
Keywords: Vesicular Trafic, LRO, Mast cells, Lymphocytes, Kinesin-1, Rab27, Slp3, PI3K
!187
Résumé 
La plupart des cellules du système immunitaire sont des cellules sécrétrices capables de libérer 
des molécules immuno-modulatrices en réponse à des stimuli variés. Cette sécrétion régulée qui 
permet l’orchestration de la réponse immunitaire et inflammatoire est assurée grâce aux organites 
apparentés aux lysosomes (LRO) qui vont contenir les molécules nécessaires à la fonctionnalité 
des cellules immunes. On retrouve par exemple les granules lytiques des lymphocytes T 
cytotoxiques qui permettent à ces cellules d’effectuer leurs fonctions lytiques ou encore les 
granules de sécrétion des mastocytes qui contiennent les médiateurs de l’inflammation. Le 
transport et l’exocytose des LRO impliquent une machinerie commune et conservée. C’est 
notamment le cas de la petite GTPase Rab27 qui joue un rôle central dans le transport et la 
sécrétion de ces LRO.
De précédentes études réalisées au sein de notre laboratoire ont pu mettre en évidence 
l’implication du complexe moléculaire Rab27a/Slp3/kinésine-1 dans le transport terminal des 
granules lytiques des lymphocytes T cytotoxiques chez l’homme. De plus, un modèle murin dont la 
chaîne lourde de la kinésine-1 est spécifiquement invalidée dans les cellules immunitaires a pu 
être généré. L’objectif de ma thèse a été dans un premier temps de caractériser le phénotype de 
ce modèle murin déficient pour la kinésine-1 puis d’analyser plus précisément l’impact de 
l’absence de la kinésine-1 sur la fonctionnalité des lymphocytes T cytotoxiques et mastocytes 
murins. 
Dans un premier temps nous avons pu montrer que les souris déficientes pour la 
kinésine-1 ont un phénotype comparable à celui des souris contrôles à l’état basal. Nous avons 
ensuite montré que l’absence de la kinésine-1 au sein des lymphocytes T cytotoxiques murins 
n’induit pas de défauts d’activation et de sécrétion des granules lytiques in vitro. Cependant les 
comportements des granules lytiques à la synapse immunologique semblent anormaux. 
Néanmoins après un test d’infection au LCMV, qui ne révèle aucunes différences entre les souris 
contrôles et déficientes en kinésine-1, nous en venons à la conclusion que des mécanismes 
compensateurs pourraient compenser l’absence de la kinésine-1 dans les lymphocytes T 
cytotoxiques chez la souris. Pour finir des études fonctionnelles réalisées au niveau des 
mastocytes murins nous ont permis de mettre en évidence l’implication de la kinésine-1 dans le 
mécanisme de transport des granules de sécrétion. En effet, l’absence de kinésine-1 conduit à des 
défauts de dégranulation des mastocytes in vitro mais aussi in vivo (souris moins sensibles aux 
chocs anaphylactiques). En revanche l’absence de kinésine-1 n’affecte pas les capacités 
d’activation et de sécrétion des cytokines des mastocytes. Enfin, nous avons pu caractériser le 
complexe moléculaire Rab27b/Slp3/kinésine-1 impliqué dans le transport des granules 
mastocytaires et avons pu constater que la formation de ce complexe était dépendante de la voie 
d’activation liée à la PI3K (Phospatidylinositol 3-kinase). 
Ce travail permet d’apporter de nouveaux éléments quand aux mécanismes gouvernant la 
sécrétion des granules mastocytaires et ouvre ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques pour 
le traitement des hypersensibilités de type 1 (dépendantes des IgE).
Mots clés: Trafic vésiculaire, LRO, Mastocytes, Lymphocytes, Kinésine-1, Rab27, Slp3, PI3K
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